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RESUMEN

La gestion integrada de plagas (GIP) esta basada en el desarrollo de una estrategia
dirigida al uso racional de los productos fitosanitarios, mediante la puesta en marcha
conjunta de una serie de medidas orientadas a la produccién de cultivos saludables con
bajo impacto en los agroecosistemas, y la utilizacién de métodos biolégicos para el
control de plagas. Los programas de GIP basados en el control biolégico se han puesto
en prdctica con éxito en muchos cultivos horticolas de invernadero para controlar las
plagas. Generalmente, se utiliza el control bioldgico aumentativo, que se dirige a plagas
clave como la mosca blanca y los trips, ya que sus poblaciones son mds estables y los
agentes de control biolégico (ACB) pueden mantener su poblacion durante toda la

temporada de cultivo.

Aunque las principales plagas generalmente se controlan por medios no quimicos,
incluido el control bioldgico, en ocasiones pueden volverse incontrolables y los ACB no
ser suficientes. También pueden aparecer en los cultivos plagas secundarias que no
pueden ser controladas mediante métodos bioldgicos. En estos casos seria necesario
utilizar algun tipo de compuesto sintético o natural y preferentemente selectivo hacia
los ACB para equilibrar el complejo de plagas y que no surgieran problemas de
compatibilidad. La cuestidn es que estos compuestos no siempre funcionan o no hay

disponibilidad de ellos, por lo que se interrumpe la estrategia de biocontrol.

Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) es un depredador polifago, pero se
utiliza principalmente como ACB de Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:
Thripidae) en los cultivos de invernadero. Como la mayoria de los enemigos naturales,
es muy susceptible a los insecticidas. Por tanto, es importante una integracion efectiva
entre este enemigo natural y los insecticidas para evitar incompatibilidades. Asi pues,
en esta tesis se ha realizado una mejora genética de O. laevigatus en la tolerancia a
algunos insecticidas que se utilizan habitualmente en los cultivos. Los insecticidas que
se han estudiado son: los neonicotinoides tiametoxam e imidacloprid, el piretroide

lambda-cihalotrin y el spinosad.



No se puede generalizar sobre el efecto que tiene un insecticida basandose Unicamente
en analizar a una sola poblacidn, ya que el resultado puede ser impreciso y es muy
probable la existencia de una variacién intraespecifica. A causa de esto, en esta tesis se
han hecho estudios mas profundos para determinar la tolerancia en varias poblaciones

silvestres de O. laevigatus hacia los distintos insecticidas estudiados.

Los neonicotinoides son insecticidas que se usan sobre todo en aplicaciones puntuales
cuando aparece una plaga secundaria en el cultivo y que carece de enemigos naturales
para su control. Por lo que es interesante obtener una poblacién de O. laevigatus
resistente a estos plaguicidas a la que no le afecten esas aplicaciones. Para empezar,
investigamos la variabilidad de la toxicidad a tiametoxam e imidacloprid en diferentes
poblaciones silvestres de O. laevigatus de la cuenca mediterrdanea y en 4 poblaciones
comerciales. Posteriormente, se selecciond artificialmente una poblacién de O.

laevigatus resistente a cada uno de los neonicotinoides.

Los piretroides como el lambda-cihalotrin, son compuestos sintéticos que también se
utilizan para controlar varias plagas secundarias en cultivos de hortalizas, y también son
tdxicos para los insectos beneficiosos. Para los cultivos ecolégicos se utilizan también las
piretrinas naturales, que se ha demostrado en algunos estudios que igualmente son
tdxicas para los ACB. En relacidon con lo anterior se pensd en obtener una poblacion de
O. laevigatus resistente a piretroides para que pueda sobrevivir en el cultivo cuando se
apliquen éstos. Para ello, se estudié en primer lugar, la variabilidad intraespecifica en la
susceptibilidad a los piretroides en distintas poblaciones silvestres y 4 comerciales de O.
laevigatus. En segundo lugar, se selecciond una poblacidn resistente a piretroides y de
esta poblacidn se estudio: la resistencia en los diferentes estadios, la resistencia cruzada

con otros compuestos, y los mecanismos de detoxificacion.

El spinosad se considera de bajo riesgo para la mayoria de los enemigos naturales y esta
autorizado para su uso en GIP. No obstante, existe controversia en algunos estudios
sobre su selectividad hacia las especies de Orius, que se ha atribuido a variaciones en
diferentes aspectos de la metodologia de bioensayo o a la variacién en la susceptibilidad
de las poblaciones ensayadas a los insecticidas. Asi pues, se investigd igualmente la
variacion intraespecifica en la susceptibilidad a este insecticida en las poblaciones

silvestres y comerciales de O. laevigatus. Posteriormente, se obtuvo una poblacion



resistente a spinosad, de la que se estudio la estabilidad, los niveles de resistencia en los
diferentes estadios, la resistencia cruzada con otros insecticidas y los mecanismos de
detoxificacion. En el Ultimo capitulo se estudia la respuesta funcional de la poblacién
resistente a spinosad sobre ninfas de Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) y

larvas de F. occidentalis.

Nuestros resultados han establecido que existe una variacion genética en la
susceptibilidad a todos los insecticidas ensayados en poblaciones silvestres y
comerciales de O. laevigatus, y que tal variacion puede explotarse con éxito para

seleccionar poblaciones con mayor resistencia a los insecticidas.

Por consiguiente, se consiguieron poblaciones resistentes a los neonicotinoides
tiametoxam e imidacloprid (CLso= 149,2 y 309,9 mg L, respectivamente), lambda-
cihalotrin (CLso= 331,7 mg L) y spinosad (CLso= 2110,0 mg L'). Nuestras poblaciones
resistentes podrian dar lugar a una adopcidon mds amplia del control bioldgico al permitir
aplicaciones puntuales de estos insecticidas para controlar las plagas principales y
secundarias, sin perturbar la accién beneficiosa de O. laevigatus. Asi pues, por ejemplo,
la poblacion resistente a lambda-cihalotrin permitiria la aplicacién de piretroides y
piretrinas naturales para el control de plagas, tanto en cultivos ecolégicos como en los

gue se aplica la GIP.

Ademas, se demostré que la poblacidn resistente al spinosad posee también resistencia
cruzada con spinetoram, que la resistencia conseguida persiste en el tiempo y que es
suficiente para permitir la supervivencia de adultos y ninfas de O. laevigatus durante
toda la temporada de cultivo. También se comprobd que esta poblacion, ademas de ser
resistente a spinosad, no pierde la capacidad de depredacidon y muestra una respuesta

funcional hacia las larvas de trips mejor que el control.

Por consiguiente, los resultados del presente trabajo han demostrado que la GIP, basada
en el empleo de ACB pueden verse muy reforzada mediante la incorporacién de nuestras

poblaciones resistentes a insecticidas.



ABSTRACT

Integrated pest management (IPM) is based on the development of a strategy directed
towards the rational use of phytosanitary products, through the joint implementation
of a series of measures oriented to the production of healthy crops with low impact on
agroecosystems, and the use of biological methods for pest control. IPM programs
based on biological control have been successfully implemented in many horticultural
greenhouse crops to control pests. Generally, augmentative biological control is used,
which targets key pests such as whiteflies and thrips, as their populations are more
stable and biological control agents (BCAs) can maintain their populations throughout

the growing season.

Although the main pests are generally controlled by non-chemical means, including
biological control, they can sometimes become uncontrollable, and BCAs may not be
sufficient. Secondary pests that cannot be controlled by biological methods may also
appear in crops. In these cases, it would be necessary to use synthetic or natural
compounds, preferably selective towards BCAs, to balance the pest complex and avoid
compatibility problems. The problem is that these compounds do not always work or

are not always available, thus disrupting the biocontrol strategy.

Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) is a polyphagous predator but, is
mainly used as a BCA of Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae)
in greenhouses crops. Like most natural enemies, it is very susceptible to insecticides.
Therefore, an effective integration between this natural enemy and insecticides is
important to avoid incompatibilities. Thus, in this thesis, a genetic improvement of O.
laevigatus in tolerance to some insecticides commonly used in crops has been carried
out. The insecticides studied are: the neonicotinoids thiamethoxam and imidacloprid,

the pyrethroid lambda-cyhalothrin and spinosad.

It is not possible to generalize about the effect of an insecticide based only on the
analysis of a single population, because the result may be imprecise and the existence

of intraspecific variation is very likely. Because of this, in this thesis, more in-depth



studies have been carried out to determine the tolerance in various wild populations of

0. laevigatus to the different insecticides studied.

Neonicotinoids are insecticides used mainly in specific applications when a secondary
pest appears in the crop and lacks natural enemies for its control. Therefore, it is
interesting to obtain a population of O. laevigatus resistant to these pesticides that is
not affected by these applications. First of all, we investigated the variability of toxicity
to thiamethoxam and imidacloprid in different wild Mediterranean populations of O.
laevigatus and 4 commercial populations. Subsequently, a population of O. laevigatus

resistant to each of the neonicotinoids was artificially selected.

Pyrethroids, such as lambda-cyhalothrin, are synthetic compounds that are also used to
control several secondary pests in vegetable crops, and are also toxic to beneficial
insects. For organic crops, natural pyrethrins are also used, which have been shown in
some studies to be equally toxic to BCAs. In relation to the above, the idea was to obtain
a pyrethroid-resistant population of O. laevigatus in order that it can survive in the crop
when pyrethroids are applied. For this purpose, first, intraspecific variability in
susceptibility to pyrethroids was studied in different wild and commercial populations
of O. laevigatus. Secondly, a pyrethroid resistant population was selected and from this
population we studied: resistance at different stages, cross-resistance with other

compounds, and detoxification mechanisms.

Spinosad is considered a low risk pesticide for most natural enemies and is approved for
use in IPM. However, there is controversy in some studies about its selectivity towards
Orius species, which has been attributed to variations in different aspects of the bioassay
methodology or variation in the susceptibility of the tested populations to the
insecticides. For this purpose, intraspecific variation in susceptibility to this insecticide
in wild and commercial populations of O. laevigatus was also investigated.
Subsequently, a spinosad-resistant population was obtained. Resistance levels in the
different stages, cross-resistance with other insecticides and detoxification mechanisms
were studied from the resistant population. In the last chapter, the functional response
of the spinosad-resistant population on Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae)

nymphs and F. occidentalis larvae was studied.



Our results have established that there is genetic variation in susceptibility to all
insecticides tested in wild and commercial populations of O. laevigatus, and this

variation can be exploited to select populations with increased insecticide resistance.

In addition, resistant populations to the neonicotinoids thiamethoxam and imidacloprid
(LCso= 149.2 and 309.9 mg L'}, respectively), lambda-cyhalothrin (LCso= 331.7 mg L'!) and
spinosad (LCso= 2110.0 mg L!) were obtained. Our resistant populations could improve
biological control in IPM, allowing specific applications of these insecticides to control
main and secondary pests, without disturbing the beneficial action of O. laevigatus.
Thus, for example, the lambda-cyhalothrin resistant population would allow the
application of natural pyrethroids and pyrethrins for pest control in organic and IPM

crops.

In addition, it was shown that the spinosad-resistant population also has cross-
resistance with spinetoram. The resistance persists over time, and it is sufficient for
survival of O. laevigatus adults and nymphs during the growing season. It was also found
that this population, in addition to being resistant to spinosad, does not lose predation

capacity and shows a better functional response to thrips larvae than the control.

Therefore, the results of the present work have shown that IPM, based on the use of
BCA, can be greatly enhanced by the incorporation of our insecticide-resistant

populations.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Orius laevigatus

1.1.1 Orden taxonomico

1. INTRODUCCION GENERAL

El orden taxondmico en el que se encuentra Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera:

Anthocoridae) segun la actualizacion de la base de datos de la Fauna Europaea (2020a)

se describe en la Tabla 1.1:

Tabla 1.1. Taxonomia de Orius laevigatus.

Regnum
Subregnum
Phyllum
Subphyllum:
Clase
Orden
Suborden
Infraorden
Superfamilia
Familia
Subfamilia
Tribu
Género
Subgénero

Especie

Animalia
Eumetazoa
Arthropoda

Hexapoda

Insecta
Hemiptera
Heteroptera
Cimicomorpha
Cimicoidea
Anthocoridae
Anthocorinae

Oriini

Orius Wolff, 1811
Orius Wolff, 1811

Orius laevigatus (Fieber, 1860)

1.1.2 Habitat y distribucion geogrdfica en Europa

Segun los datos de la Fauna Europaea (2020b), el area de distribucion de O. laevigatus

abarca toda la cuenca del Mediterrdneo, islas de la Macaronesia, Francia, las islas
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britdnicas y algunos paises del centro de Europa (Figura 1.1). Ferragut y Gonzalez
Zamora (1994), ya citaron estos paises europeos como puntos en los que se podia
encontrar el depredador. En Espafia se encuentra ampliamente repartido, siendo una
de las especies mds abundantes y frecuentes, asociada a una gran cantidad de especies
de plantas (Lacasa y Llorens, 1998b). Ferragut y Gonzdlez Zamora (1994) llevaron a cabo
un estudio sobre las especies de Orius peninsulares y su distribucidon en la Comunidad
Valenciana, Murcia, Extremadura y Andalucia. Muestrearon distintos cultivos y algunas
plantas silvestres y observaron que el 47% de los ejemplares encontrados fueron de O.

laevigatus, siendo ésta la especie mas abundante.

- Presencia
|:| Presencia dudosa
|:| Ausencia

Figura 1.1. Distribucién de Orius laevigatus en Europa (Fuente: Fauna Europaea 2020).

1.1.3 Morfologia y biologia

1.1.3.1 Ciclo biolégico
Los antocdridos son hemimetdbolos. O. laevigatus pasa por los siguientes estados de

desarrollo: huevo, cinco estadios ninfales (N1-N5), y adulto.

Huevos: los huevos (Figura 1.2a) miden 0,3-0,4 mm de longitud y 0,13 mm de ancho,
son transparentes inicialmente, tienen forma oval alargada y presentan un opérculo
caracteristico. Pueden ser puestos en grupos o en solitario. Conforme se acerca la

eclosién se tornan de un color mas amarillento, caracteristico de la ninfa que se esta
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formando en su interior e incluso se aprecian los dos puntos rojos que corresponden a
los ojos (Malais y Ravensberg, 2006; Hernando, 2009). Las hembras insertan los huevos
en los tejidos blandos de la planta (tallos o peciolos tiernos o limbos carnosos o
consistentes), de modo que sélo el opérculo sobresale y, por lo tanto, es visible y facil
de detectar, asi que la forma del opérculo podria utilizarse para distinguir entre distintas

especies de Orius (Figura 1.2b) (Schuldiner-Harpaz y Coll, 2012).

dbeﬁgvalus R

'
.
[ 2N

Figura 1.2. (a) Huevos de Orius laevigatus en judia y ninfas naciendo; (b) opérculos de Orius laevigatus al
microscopio electrénico (Fuente: Schuldiner-Harpaz y coll, 2012).

N4

Adulto

Figura 1.3. Ciclo de Orius sp. (Fuente: www.rionegro.com).

Ninfas: las ninfas pasan por 5 estadios (N1-N5) (Figura 1.3). Cuando emergen de los
huevos son brillantes y casi sin color, pero se van tornando anaranjadas hasta llegar a

una coloracion castana. Su longitud varia entre 0,7 mm (N1) y 2,1 mm (N5) (Lacasa y
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Llorens, 1998b). No presentan hemiélitros, pero si se observan con claridad los esbozos
alares en el cuarto y quinto estadio (N4-N5), que se tornan mas oscuros cuando la ninfa
estd a punto de mudar a adulto (Roman, 2017). Los ojos son rojos, sobresalientes y

facilmente visibles en todos los estadios (Malais y Ravensberg, 2006).

Figura 1.4. Hembra adulta de Orius laevigatus.

Adultos: segun el estudio de Ferragut y Gonzalez Zamora (1994), los adultos de esta
especie estan dotados de una gran plasticidad en algunos de sus caracteres morfolégicos
externos, como el tamafio y la coloracion (Figura 1.4). El tamafio varia de 1,4 a 2,4 mm
de longitud y la coloracién mdas comun es la marrdn oscura. Los ojos, de color rojo, se
sitian a ambos lados de la cabeza. Esta y el pronoto presentan tegumentos brillantes y
los hemiélitros son casi transparentes, exceptuando el cineo que es muy oscuro. La
parte membranosa de los hemiélitros caracteriza a esta especie (Figura 1.4), siendo la
mitad basal de esta membrana transparente, mientras la mitad apical es oscura y la
separacion entre ambas zonas es rectilinea. La coloracion de las antenas también es
variable, presentando el primer segmento mas oscuro y el Ultimo mas rojizo. Las patas
son amarillentas, pudiendo presentar el tercer par mas oscuro que los precedentes.
Posee una serie de quetas marginales en los ultimos segmentos abdominales. El
abdomen esta formado por 9 segmentos y posee un dimorfismo sexual que permite
distinguir a machos de hembras (Figura 1.5a). En las hembras es simétrico y termina en

un ovipositor, mientras que en los machos es asimétrico y estd desplazado hacia el lado
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izquierdo, quedando dentro el paramero, que en O. laevigatus tiene dos flagelos de

distinta longitud y carece de diente (Figura 1.5b).

Figura 1.5. (a) Dimorfismo sexual en Orius laevigatus; (b) paramero.

1.1.3.2 Influencia de la temperatura en el desarrollo de Orius laevigatus
En O. laevigatus, la temperatura afecta a la mayoria de su ecologia reproductiva: los
periodos de oviposicién, la fecundidad, la duracién de los tiempos de incubacion del
huevo y la tasa intrinseca de crecimiento de la poblacién (Ambrose, 1999; Tommasini et
al., 2004; Baniameri et al., 2005; Bahsi y Tung, 2008). Para cada especie, hay un umbral
distinto de temperatura alta y baja que influye en los procesos biolégicos normales.
Dentro de este rango de temperaturas, generalmente las temperaturas cdlidas aceleran
los procesos de maduracién, como el periodo de pre-oviposicidon o los tiempos de
incubacién del huevo. También dentro de este rango, a menudo hay una temperatura
Optima bajo la cual los procesos reproductivos funcionan mejor. Algunos estudios sobre
como afecta la temperatura al tiempo de desarrollo y la vida util de O. laevigatus, como
el realizado por Alauzet et al. (1994), estudiaron a O. laevigatus a 15, 20, 25 y 30 °C,
concluyendo que, a 30 °C, el desarrollo de O. laevigatus fue rapido, pero su vida util fue
corta y la fecundidad resultdé ser mas baja. Sin embargo, a temperaturas un poco mas
bajas (20, 25 °C), la especie mostrd ser mas eficiente. Para 18, 25 y 32 °C, Tavella et al.

(1996) llegaron a las mismas conclusiones.
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También existen umbrales térmicos especificos de esta especie que afectan a las tasas
de desarrollo, actividad y temperatura criticas para la movilidad y el vuelo. En otros
estudios, se mostré que a 15 °C el desarrollo embrionario de O. laevigatus requirié 11
dias (Cocuzza et al., 1997a). Estos datos estan de acuerdo con los de Alauzet et al. (1994),
quienes informaron que los huevos de O. laevigatus se desarrollan en 11,7 y 4,6 dias a
15 y 25 °C, respectivamente, alimentados con huevos de Ephestia kuehniella (Zeller)
(Lepiddptera: Pyralidae). Otro estudio realizado por Tommasiniy Nicoli (1995) menciona
un tiempo de desarrollo total de aproximadamente 2 dias mds que nuestro valor cuando
O. laevigatus fue alimentado con Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:
Thripidae) a 26 °C. Sanchez y Lacasa (2002), observaron resultados similares al estudiar
0. laevigatus a 4 temperaturas (20, 25, 30y 35 °C) y encontraron el umbral de desarrollo
térmico inferior a 11,3 °C, mientras que el umbral reproductivo superior se estimé en

35,5°C.

Estos resultados indican una clara influencia de la temperatura en la biologia y la
actividad de depredacion de O. laevigatus. También indican que O. laevigatus estd bien
adaptado a bajas temperaturas. Este hallazgo sugiere que la introduccién de este
depredador en invernaderos frios en el Mediterraneo puede realizarse en la primavera,
cuando las temperaturas promedian los 15 °C. Una liberacién temprana del depredador
puede ser mas efectiva para controlar las poblaciones de F. occidentalis durante la
temporada de crecimiento. Por el contrario, la falta de adaptacién a 35 °C puede reducir

su presencia en cultivos protegidos durante el periodo mas célido.

1.1.3.3 Influencia de la diapausa en el desarrollo de Orius laevigatus

La diapausa tiene un fuerte efecto en la dindmica poblacional de los enemigos naturales
y, por lo tanto, en la regulacion de la abundancia de plagas objetivo en los cultivos dentro
de los programas de agricultura integrada y de control bioldgico de plagas (Nylin, 2001).
La diapausa en enemigos naturales se ha considerado generalmente negativa porque
limita el establecimiento y crecimiento de la poblacién, y por lo tanto su eficacia como
agentes de control de plagas (Gillespie y Quiring, 1993; Musolin et al., 2004; Bahsi y
Tung, 2008).

Una caracteristica importante que diferencia a O. laevigatus de otras especies de Orius
es la falta de diapausa tipica de algunas cepas de este enemigo natural en el sur de
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Europa, que se considera un rasgo bioldgico importante relacionado con su eficacia en
el campo (Tommasini y Nicoli, 1996). Se ha observado que los machos y hembras de O.
laevigatus, sobreviven al invierno en muchas zonas del sur de Europa, en contraste con
otras especies de antocdridos de distintas partes del mundo de los que se ha estudiado
su diapausa (Van den Meiracker, 1994; Ito y Nakata, 1998; Ruberson et al., 2000; Shimizu
y Kawasaki, 2001; Musolin et al., 2004). Por ejemplo, en Italia se descubrid que las cepas
de O. laevigatus del norte tienden a entrar en la diapausa reproductiva, mientras que
las cepas del sur se pueden usar para el control de los trips en otofio e invierno. De este
modo, las cepas de baja latitud podrian ser de gran valor para el control biolégico en

regiones de alta latitud (Van den Meiracker, 1994; Tommasini y Nicoli, 1996).

1.1.3.4 Tipo de alimentacidn (zoofitofagia)
O. laevigatus, tiene una alimentacidon zoofitéfaga, ya que suplementa su nutricidén
alimentandose de las plantas. Por tanto, la alimentacién sobre las plantas es comun y
ecoldgicamente relevante para estos insectos (Bouagga et al., 2017). De hecho, se ha
estudiado que pasa un 38% de su tiempo alimentdndose sobre las plantas de pimiento
(Bouagga et al., 2017). Los depredadores zoofitéfagos pueden utilizar recursos vegetales
como el néctar y la savia de la planta, aumentando la supervivencia, pero generalmente
solo el polen, nutricionalmente mas rico, permite el desarrollo y la reproduccion (Biondi

etal. 2016).

Ademas, para facilitar y apoyar el rendimiento de los depredadores, se pueden
proporcionar alimentos suplementarios artificialmente (Van de kerkhove y De Clercq,
2010; Brenard et al., 2019), especialmente en cultivos con baja cantidad o calidad de
polen, como el pepino (Oveja et al., 2016) o muchos ornamentales (rosas, crisantemos)
(Lemany Messelink, 2015). Por ejemplo, el polen de Thypha angustifolia (L.) para apoyar
a las poblaciones de dacaros fitoseidos (Messelink et al., 2014) y E. kuehniella para
Nesidiocoris tenuis (Reuter) (Hemiptera: Miridae) y Macrolophus pygmaeus (Rambur)
(Heteroptera: Miridae) (Calvo et al., 2012b; Brenard et al., 2019). Esta estrategia de
suplementar alimentos alternativos para promover las poblaciones de depredadores se

usa cada vez mas en cultivos protegidos (Leman y Messelink, 2015).

Sin embargo, muchos autores notaron una disminucidn sustancial en la aptitud
reproductiva cuando se alimentan exclusivamente con estos alimentos alternativos
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(Cocuzza et al.,, 1997). Esta es una de las principales limitaciones para lograr un
establecimiento a largo plazo en los cultivos, especialmente en aquellos con
disponibilidad reducida de polen o bajo valor nutricional (Bielza et al., 2020). Esta
limitacion se ha sefalado recientemente como uno de los desafios clave a los que se

enfrenta el control bioldgico en los cultivos protegidos (Bielza et al., 2020).

Por otra parte, O. laevigatus, tiene un comportamiento de "matanza excedente", es
decir, es capaz de matar mas presas de las que se puede comer. Este comportamiento
se ha observado en varios artrépodos, incluidos los antocéridos (Meyling et al., 2003;
Helgadottir et al., 2017). Desde una perspectiva de control biolégico, no tiene
importancia si el agente de control biolégico se come o simplemente mata la plaga,

siempre que haya una reduccién en la poblacién de plagas.

Como herramienta de control bioldgico, la importancia del estado nutricional de la
hembra es muy importante y queda bien ilustrada por estudios que examinan la aptitud
relativa de las hembras alimentadas con diferentes tipos de alimentos, especialmente
especies de presas. La duracién del periodo previo a la oviposicion, el total de huevos
producidos y la tasa de eclosion se ven afectados por el tipo de alimento (Tommassini
et al., 2004; Xu et al., 2006; Sengonca et al., 2008). Algunos estudios de fecundidad
realizados en hembras de O. laevigatus mostraron una fecundidad mas alta al ser
alimentados con huevos de E. kuehniella que con otros alimentos (Tawfik y Ata, 1973;

Zaki, 1989).

1.2 IMPORTANCIA DE Orius laevigatus EN EL CONTROL DE TRIPS

0. laevigatus es un depredador polifago, enemigo natural de muchas plagas de insectos,
pero principalmente ha sido usado para un control biolégico aumentativo de trips
(Chambers et al., 1993; Lattin, 1999). Se utiliza principalmente en los invernaderos de
pimiento, siendo el principal depredador de F. occidentalis y Thrips tabaci (Lindeman)
(Thysanoptera: Thripidae), los cuales ocasionan en el cultivo dafios directos e indirectos,
como la transmision del tospovirus Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) (Arné et al., 2008;
Bosco et al., 2008; Van der Blom, 2010).
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1.2.1 Comportamiento de ataque

Cocuzza et al. (1997) realizaron observaciones en el laboratorio sobre el
comportamiento de ataque de O. laevigatus hacia sus presas, y concluyeron que este
enemigo natural no realiza una intensa actividad de busqueda, sino que localiza a su
presa de manera casual. También observaron que los depredadores percibian la presa
solo a una distancia de 0,5-1 cm, se acercaban a ella y establecian un contacto inicial con
sus estiletes. Después de esto, la capturaban con las patas delanteras y chupaban el
contenido de su cuerpo con el estilete (Figura 1.6). El tiempo requerido para completar
la alimentacidn, dependia del tamafio de los trips, y oscilé entre 7 y 16 minutos. Estos
investigadores vieron que el nimero de trips muertos aumentdé con la edad del Orius 'y

su actividad de busqueda aumentd con la temperatura.

Figura 1.6. Hembra de Orius laevigatus atacando a un trips.

1.2.2 Capacidad depredadora

La capacidad depredadora de O. laevigatus ha sido estudiada a lo largo de los anos por
numerosos investigadores, obteniendo valores altos de depredacion: autores como

Riudavets et al. (1993) midieron la capacidad depredadora de O. laevigatus a 25 °C,
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utilizando diferentes tipos de presas. Concluyeron que, a esta temperatura, las ninfas
de O. laevigatus mataban 4 larvas de F. occidentalis por dia. Tommasini y Nicoli (1993)
investigaron también la actividad de depredacion y encontraron que un adulto de O.
laevigatus criado en laboratorio a 26 °C podria matar a un total de 96 adultos de F.
occidentalis. Un afo mas tarde, estos mismos investigadores demostraron que O.
laevigatus en el periodo de ninfa consumié un total de 42,6 adultos de F. occidentalis y
que el primer y segundo estadio del antocdrido podian llegar a matar a un promedio de
5,4 y 7,7 adultos de trips, respectivamente (Tommasini y Nicoli, 1994). Otro estudio
realizado por Bonte y De Clercq (2010), observé que una hembra adulta de O. laevigatus
fue capaz de matar 20 ninfas en segundo estadio de F. occidentalis en 24 horas, estos
resultados coincidieron con otros mostrados por Riudavets y Castané (1998) vy

Monserrat et al. (2000).
1.2.3 Control efectivo en campo de Frankliniella occidentalis

Chambers et al. (1993), descubrié que la suelta de un individuo de O. laevigatus por
planta de pimiento podria garantizar el control de la poblacién de trips. La mayoria de
los autores coinciden que para un control efectivo de F. occidentalis dentro del
invernadero, debe de soltarse 1 adulto/ m? de O. laevigatus (Tavella et al., 1996;
Tommasini y Maini, 2001; Bosco et al., 2008). Otros estudios corroboran los resultados
anteriores, pero insisten en que una segunda suelta, ademas del control de trips,
garantizaria la instalaciéon de O. laevigatus en el invernadero (Sdnchez et al., 1997;
Weintraub et al., 2011; Elinem et al., 2018). Si aparece el depredador después de cada
suelta, se confirma que se ha establecido bien la especie en el cultivo (Tommasini y
Maini, 2001), por lo que es necesario planificar un calendario de sueltas y llevar un
control de los trips y los Orius los dias después de realizarlas para ver si el control es
efectivo y si el enemigo natural es capaz de reproducirse y establecerse (Weintraub et
al., 2011). Segun Hansen et al. (2003) y Ship et al. (1992), las muestras de trips y Orius
deben cogerse en las flores, ya que es el lugar donde ambos se encuentran y resulta el

método mas facil y fiable.
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1.3 PRODUCCION INTEGRADA DE PRODUCTOS HORTICOLAS

La produccién integrada se puede definir como la obtencidn por parte de los agricultores
de productos agricolas de calidad y saludables para el consumidor, utilizando al maximo
los recursos y los mecanismos de produccién naturales que aseguran a largo plazo una
agricultura sostenible, introduciendo en ella métodos biolégicos y quimicos de control,
y otras técnicas que compatibilicen las exigencias de la sociedad, la rentabilidad del
cultivo, la proteccidon del medio ambiente y la productividad agricola, asi como las
operaciones realizadas para la manipulacion, envasado, transformacion y etiquetado de
productos vegetales acogidos al sistema. Estos objetivos pueden alcanzarse mediante

las técnicas de manejo integrado (MAPA, 2020).

En Espafia, actualmente se cumple el Real Decreto 1311/2012, de 14 de septiembre, por
el que se establecid el marco de actuacion para conseguir un uso sostenible de los
productos fitosanitarios, este documento fue dictaminado por la Unién Europea (UE) en
2012 y se va actualizando constantemente. El objetivo de este Real Decreto es
establecer el marco de acciéon para conseguir un uso sostenible de los productos
fitosanitarios, el fomento de la gestién de plagas y planteamientos o técnicas
alternativas, tales como los métodos no quimicos. También tiene como finalidad Ila
aplicacién y el desarrollo reglamentario de ciertas pautas relativas a la comercializacién,
la utilizacidn y el uso racional y sostenible de los productos fitosanitarios, establecidos

por la Ley 43/2002, de 20 de noviembre, de sanidad vegetal.
1.3.1 Gestion integrada de plagas (GIP)

La GIP, es una parte muy importante dentro de la produccién integrada, siendo de
obligado cumplimiento desde el 1 de enero de 2014 en toda la UE (Real Decreto
1311/2012, de 14 de septiembre). Combina una variedad de métodos de control, entre
los que se encuentran: el uso y la conservacién de los enemigos naturales, la rotacién
de cultivos, los cultivos mixtos y el uso de variedades resistentes a las plagas. Los
plaguicidas pueden seguir utilizandose de manera selectiva, pero en cantidades mucho

menores (FAO 2020).
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1.3.2 Importancia del control biolégico dentro de la GIP

El uso del control biolégico estd considerado un pilar fundamental en cualquier
programa de GIP (Zalom et al., 2010). El término control bioldgico fue definido por
primera vez por Smith (1919) como la accion de los enemigos naturales (depredadores,
parasitoides y patdgenos), necesaria para mantener la densidad de la poblacién de plaga
a unos niveles bajos, lo cual no seria posible si hubiera ausencia de los enemigos
naturales. Aiios mas tarde, otros autores lo definieron como el uso de organismos vivos
o enemigos naturales para suprimir el impacto de una plaga especifica, haciéndola
menos abundante o daiiina (Crump et al., 1999). Una ultima definicién mas practica
dada por Jacas y Urbaneja (2008), seria el uso de un ser vivo con el fin de reducir la
densidad de otro por debajo del umbral econémico de dafos. Es necesario un
conocimiento de las plagas primarias y secundarias que aparecen en el cultivo y los
enemigos naturales y organismos entomopatégenos asociados a las distintas plagas, con
el fin de conservar la fauna Gtil que de manera espontanea aparece (Gabarra, 2005). Los
agentes de control biolégico (ACB) pueden ser depredadores, parasitoides vy
entomopatdgenos (bacterias, virus, hongos y nematodos) (Urbaneja y Jacas, 2008).
Existen factores importantes que influyen en la efectividad de estos agentes, tales como,
su adaptabilidad, especificidad del hospedador, capacidad de devorar, su desarrollo
sincronizado con la presa, su dispersién temporal y espacial en el cultivo, su capacidad
de multiplicarse, su ciclo de vida corto y con multiples generaciones, su capacidad de

busqueda, y la resistencia a patégenos y parasitos (Rao y Tanweer, 2011).

Los enfoques ecolégicos y aplicados del control bioldgico pueden ser clasificados segun

los siguientes métodos:

1) Control bioldgico cldsico: podria ser definido como la introduccidén intencionada
de un agente de control biolégico exdético para que se establezca
permanentemente y controle a largo plazo las plagas (Coombs y Hall, 1998).
Estas plagas suelen ser invasoras, por lo que hay que investigar a sus enemigos

naturales en su lugar de origen e introducirlos si es posible (Naranjo et al., 2015).

2) Control biolégico aumentativo: este tipo es el que ahora mismo esta en auge en
los cultivos horticolas protegidos. Consiste en la liberacion de los enemigos

naturales criados en masa para el control de las plagas y enfermedades (Van
12
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Lenteren y Bueno, 2003). Para el complemento de este tipo de control biolégico
se pueden hacer cambios en el medio ambiente que pueden reducir los factores
que afectan al crecimiento de los ACB, como usar bajas dosis de plaguicidas o
proporcionar fuentes de recursos para incrementar las poblaciones (comidas
alternativas como polen o néctar, presas alternativas, refugios, cubiertas en los
cultivos, etc.) (Naranjo et al., 2015). El control biolégico aumentativo, se divide

en:

a. Inoculativo: se define como la suelta intencionada de un organismo vivo
como ACB con las expectativas de que se multiplicara y controlara la
plaga por un extenso periodo, pero no permanentemente (Crump et al.,
1999). La suelta inoculativa es planeada, por lo que el crecimiento de los
ACB debe de mantenerse después de una suelta inicial y soportar una
segunda o tercera generacion, al menos hasta que se elimine el cultivo (a

medio plazo) (Eilenberg et al., 2001).

b. Inundativo: se define como el wuso de organismos vivos
intencionadamente, en un momento puntual, para controlar las plagas
de manera inmediata y el control tiene que ser logrado exclusivamente
por los organismos liberados en ese momento (Van Driesche y Bellows,
1995). El control bioldgico inundativo debe ser capaz de matar a un
suficiente numero de la poblacién plaga o reducir los dafos a niveles que
no repercutan econdmicamente al cultivo antes de que se dispersen o
inactiven los ACB. Sus descendientes ya no realizan el control de la plaga

(Eilenberg et al., 2001).

3) Control biolégico conservativo: consiste en la modificacion de las practicas
culturales, el manejo y la conservacion del habitat para para proteger y aumentar
la abundancia y eficiencia de las poblaciones de ACB (insectos y dcaros

beneficiosos) y asi reducir el efecto de las plagas (Van Driesche et al., 2007).
1.3.3 Control biolégico de Orius laevigatus en pimiento

En el apartado 1.3, ya se hizo referencia a O. laevigatus y su utilizacidn como agente de

control de trips en pimiento. A lo largo de los afos se han realizado numerosos estudios
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cientificos que subrayan la importancia de este depredador como agente de control

biolégico en pimiento, ya sea en solitario o combinado con otros enemigos naturales.

Afios atrds no habia una estrategia clara de control biolégico en pimiento hasta que
Lacasa y Sanchez (2002) y Urbaneja et al. (2003) descubrieron que la introduccién del
acaro depredador Neoseiulus cucumeris (Oudemans) (Acari: Phytoseiidae) al inicio del
cultivo, junto con la liberacion de O. laevigatus una vez que se iniciaba la floracion,
posibilitaban un control eficaz de los trips. Debido a esta estrategia, a que en afios atrds
F. occidentalis genero resistencias a multitud de agentes de control quimico (Zhao et al.,
1995; Jensen, 2000; Espinosa et al., 2002a; Bielza, 2008; Fernandez et al., 2009), a la
disminucion de las materias activas autorizadas por los gobiernos y la demanda
creciente por parte de los mercados marcados por los consumidores de productos libres
de residuos quimicos, se realizd la implantacidon de programas de control bioldgico en
cultivos de pimiento (Castafié, 2002; Van der Blom, 2002). Estos resultados fueron
satisfactorios en invernaderos de pimiento, y no solo eso, sino que esta combinacion
resulté mas limpia ya que se redujo considerablemente el uso de plaguicidas (Calvo et

al., 2012a).

Entre la Region de Murcia y Almeria surgieron desigualdades al principio en cuanto a la
aplicacién de las técnicas de control bioldgico. En el campo de Cartagena se utilizaba ya
en 2002 en un 60% de la superficie de pimiento y en Almeria solo en un 5% en el afio
2005 (Van der Blom, 2002, 2005). Esto era debido a que en el campo de Cartagena el
ciclo de cultivo se inicia a finales de afio y termina en verano. De este modo la densidad
poblacional de las plagas al inicio es reducida, lo que unido a unas condiciones climaticas
benignas (alta humedad relativa), favorecia el establecimiento de los enemigos
naturales y el éxito del control bioldgico. En Almeria, no se produjo una introduccién
masiva hasta el final de la campafia 2006-2007, ya que antes no habia sido posible
porque los ciclos de plantacién del pimiento no eran los adecuados, ya que la época de
trasplante se realizaba en julio y agosto, bajo una alta presién de plagas y unas
condiciones ambientales extremas (altas temperaturas y bajas humedades relativas),
por lo que a los enemigos naturales les costaba adaptarse (Van der Blom y Crisol, 2021).
Sin embargo, en la actualidad hay en Almeria 11000 ha de cultivo bajo invernadero en

las que se aplica el control bioldgico (Van der Blom y Crisol, 2021).
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El efecto que ha tenido el control bioldgico en pimiento, también se observa en la
comercializacion. Entre 2004 y 2007, se produjo una fuerte bajada en las exportaciones
a Alemania, como consecuencia de intolerables concentraciones de residuos de
plaguicidas (Van der Blom, 2008). A partir del 2008, cuando se produjo el cambio al
control bioldgico, se observé una recuperacion, seguida de un aumento considerable a

partir de 2012 (Van der Blom y Crisol, 2021).

Después de la implementacién del control bioldgico, que como se ha dicho
anteriormente, es la base de la produccién integrada, el sistema sigue evolucionando en
muchos sentidos. No solo ha aumentado la oferta comercial y la diversidad de los ACB,
sino que en los ultimos afios se ha producido un cambio de concepto, credndose
importantes avances en algunos aspectos medioambientales, tales como, el incremento
de la humedad dentro del invernadero para mejorar la reproduccion de los ACB y la
creacion de plantas reservorio tanto fuera como dentro del invernadero. Estos avances
suponen un camino hacia la sostenibilidad en el control de plagas (Van der Blom y Crisol,

2021).

La consejeria de agricultura de la CARM (Comunidad Autdnoma de la Regién de Murcia),
hace una serie de recomendaciones fitosanitarias importantes para las plantaciones de
pimiento de invernadero entre las que se encuentra el control de los trips mediante O.
laevigatus. Las instrucciones que se deben seguir actualmente segin la CARM son las
siguientes: el proceso de suelta de O. laevigatus actualmente en pimiento se realiza con
las primeras flores y con temperaturas minimas en la parcela, superiores a 10 °C. En un
principio, se realizaran una o dos introducciones de O. laevigatus, a una dosis total de
1,5 a 3 individuos/m?, dependiendo de las poblaciones de trips alcanzadas y del
momento de la campafa en la que se inicien las sueltas. Las sueltas se localizaran,
preferentemente, sobre las plantas con mas flores abiertas para facilitar su instalacion,
pudiendo reforzarse un poco las bandas y zonas de mayor riesgo de introduccién de la
plaga. La presencia de ninfas de Orius a las dos o tres semanas de la primera
introduccidn, indica que se estd instalando bien. Los niveles de ocupacion entre las 6 y
9 semanas después de realizar las primeras introducciones de Orius pueden llegar al 70%
de las flores, con las tipicas fluctuaciones. De producirse una pérdida acusada de flores

en la plantacion, puede ser conveniente realizar una suelta para compensar la
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disminucion de poblacion del depredador que pueda producirse. En el caso de
detectarse niveles de trips importantes antes de haber iniciado las sueltas (mas de un
10-15% de flores u hojas con presencia), puede ser recomendable realizar una aplicacion
previa contra trips, con un fitosanitario que no interfiera excesivamente la posterior
instalacion de los insectos auxiliares. Los productos quimicos que se pueden utilizar son:
el spinosad “Spintor” (dejando un minimo de 2 semanas hasta la introduccion de Orius),
aceite de parafina “Sunspray Ultrafine”, aceite de parafina “Agrofit” (incompatible con
los tratamientos de azufre), azadiractina (varios productos comerciales, con una
secuencia de 2-3 aplicaciones y cadencias de 4-6 dias) o lufenurén “Match”, en este
ultimo caso, dejando un minimo de 3-4 semanas hasta la introduccién de Orius. Una vez
instalados los Orius es fundamental conservarlos hasta el levantamiento de la
plantacion, evitando cualquier intervencién fitosanitaria que pueda eliminar sus
poblaciones. De lo contrario, podrian repuntar las poblaciones de cualquiera de las
especies de trips que pueden afectar al pimiento, complicando la situacién fitosanitaria
de la plantacion y del resto de parcelas de hortalizas de la zona a medio y largo plazo

(CARM 2020).
1.3.4 Productos fitosanitarios y GIP

La Directiva 2009/128/EC pretende la consecucién del uso sostenible de productos
fitosanitarios reduciendo sus riesgos y efectos para la salud humana y el
medioambiente, y la promocién de la GIP y los métodos y técnicas alternativas, como

los medios de control no quimicos.

La Directiva fue transpuesta al ordenamiento nacional a partir de los Reales Decretos
1702/2011 de inspecciones periddicas de los equipos de aplicacion de productos
fitosanitarios, y el Real Decreto 1311/2012 por el que, como ya se ha descrito
anteriormente, se establece el marco de actuacidn para conseguir un uso sostenible de

los productos fitosanitarios.

Ademas, se elabord un Plan de Accién Nacional que englobaba todas las actuaciones
realizadas para la consecucion de los objetivos de la Directiva por los organismos
competentes. Su periodo de vigencia finalizé el 31 de diciembre de 2017, por lo que fue

necesaria su revision y actualizacion
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Se realizdé un nuevo Plan de Accion Nacional 2018-2022 sobre el uso sostenible de los
productos fitosanitarios que ha sido elaborado teniendo en consideracién los resultados
del anterior Plan 2013-17, los informes anuales y sus indicadores, las recomendaciones
de la Comisién Europea y, por supuesto, los comentarios del sector. Fue aprobado por
la Comisidn Sectorial de Agricultura y Desarrollo Rural de 23 de noviembre de 2017 y sus

objetivos generales son:

1- Fomentar la GIP, para preservar un sector agricola, forestal y alimentario préspero,
que asegure una contribucidn positiva al medio ambiente, mediante un modelo
sostenible de produccidn compatible con la utilizacion racional de productos

fitosanitarios.

2- Reducir los riesgos y efectos derivados de la utilizaciéon de productos fitosanitarios,

especialmente en el dmbito de la salud humana y del medio ambiente.

1.4 COMPATIBILIDAD DE Orius laevigatus CON INSECTICIDAS
1.4.1 Estado del problema

A pesar de la efectividad del control bioldgico, en muchos cultivos protegidos aln se
utilizan una amplia gama de quimicos que presentan un gran problema de toxicidad para
los artrépodos beneficiosos (Desneux et al., 2007). Por supuesto, todo esto a largo plazo,
afecta a la sostenibilidad agricola (Wilson y Tisdell, 2001). Como ya se ha explicado
anteriormente, una alternativa al uso indiscriminado de plaguicidas es la GIP, que reduce
las plagas a niveles tolerables, utilizando métodos efectivos, ecolégicamente sensatos y

econdmicamente sostenibles (Van Lenteren y Woets, 1988).

Los insecticidas modernos son mas selectivos y menos dafiinos para los organismos
beneficiosos, aun asi, algunos de los insecticidas utilizados en GIP pueden ser no
selectivos para ciertas especies de enemigos naturales (Medina et al., 2008). Esto es
debido a que todavia en algunos cultivos y dreas se siguen utilizando insecticidas de
amplio espectro (Sayyed et al., 2010). Se han realizado algunos estudios de insecticidas
y enemigos naturales que prueban la toxicidad antes de su uso conjunto en los
programas de GIP y determinan un umbral de valores de mortalidad y los efectos

subletales que los plaguicidas tienen en estos insectos (Hassan et al., 1985). Sin
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embargo, los plaguicidas no solo pueden afectar a los enemigos naturales a través de
una intoxicacion que les provoque la muerte, sino también por alteraciones en el
comportamiento y la forma fisica (Desneux et al., 2007). Los ACB deben ser capaces no
solo de sobrevivir a la fumigacion con insecticidas, sino también de realizar su actividad

beneficiosa (depredadora o parasitismo) bajo la exposicidn a plaguicidas (Bielza, 2016).

En esta tesis se estudian algunos insecticidas (tiametoxam, imidacloprid, lambda-
cihalotrin y spinosad), que estan autorizados para el control de algunas plagas comunes

en los cultivos pero que presentan una dudosa selectividad a O. laevigatus.

Los neonicotinoides son insecticidas que se utilizan en el control de plagas de
hemipteros, coledpteros y lepiddpteros (Nauen et al., 2003). En 2013, la UE restringi6 el
uso de los neonicotinoides en aplicacién del principio de precaucién, por sus presuntos
efectos sobre las abejas. En febrero de 2018, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) confirmd el riesgo que ya se suponia que tenian estos compuestos
para los insectos polinizadores y en abril de este mismo afio, la UE decidié prohibir
totalmente su uso al aire libre, pudiéndose utilizar Unicamente en invernaderos
permanentes, en algunos cultivos después de la floracion y en algunos cereales de
invierno (Ansede, 2018). Varios autores, a lo largo de los aios, han estudiado la toxicidad
de los neonicotinoides en O. laevigatus y han observado que los adultos de este
depredador son altamente susceptibles a imidacloprid (Delbeke et al., 1997; Kim et al.,
2018). Van de Veire y Tirry (2003), también han visto su efecto en ninfas, concluyendo
gue son téxicos para ellas, con un efecto persistente. En otro trabajo, Angeli et al. (2005)
observaron que el imidacloprid era muy tdxico por contacto para ninfas, pero
ligeramente téxico por ingestion para adultos. La toxicidad hacia O. laevigatus del

imidacloprid y el tiametoxam se muestra en el capitulo 4.

El lambda-cihalotrin es uno de los insecticidas piretroides mas usados contra las plagas
de lepidépteros y coledpteros (Ruberson y Tillman, 1999). Aparte de tener una alta
toxicidad, causa cambios de comportamiento y efectos subletales en los enemigos
naturales (Ferreira et al., 2013). No existen publicaciones de ensayos de toxicidad sobre
lambda-cihalotrin y O. laevigatus. En el capitulo 5 de este documento se hace un amplio

estudio de este insecto depredador y el lambda-cihalotrin.
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El spinosad es un insecticida que se puede utilizar en agricultura integrada, debido a que
segln Copping (2001), tiene alta efectividad sobre insectos plaga y baja toxicidad a
ciertos enemigos naturales. Williams et al. (2003) hizo una revisién sobre la informacion
disponible en cuanto al impacto del spinosad en los enemigos naturales y clasificé la
respuesta a la mortalidad con spinosad usando la escala de la OILB (Organizacion
Internacional de Lucha Bioldgica). Concluyd que, para los depredadores, spinosad
representaba una de las opciones mds recomendadas, pero no asi para los parasitoides.
Sin embargo, otros estudios previos muestran que tiene un efecto téxico de moderado
a alto en adultos de O. laevigatus (Van de Veire et al., 2002; Bielza et al., 2009; Biondi et
al., 2012; Kim et al., 2018) y que también es toxico para las ninfas (Van de Veire et al.,
2002; Van de Veire y Tirry, 2003). La toxicidad de spinosad hacia O. laevigatus se

discutira en el capitulo 6.

1.4.2 Variacion intraespecifica como mejora de la compatibilidad de Orius laevigatus

con insecticidas

Como puede verse en el apartado anterior, la mayoria de las publicaciones coinciden en
gue estos insecticidas son téxicos para O. laevigatus. Por lo que, aunque la resistencia a
los insecticidas en las plagas tiene graves consecuencias negativas, puede usarse como
un rasgo positivo para los enemigos naturales. Se puede tomar como una oportunidad
para mejorar el uso simultdneo de dos herramientas muy valiosas en el manejo de
plagas: el control quimico y biolégico (Bielza, 2016), ya que el aspecto mas dificil de la
integracién efectiva de los plaguicidas y los enemigos naturales es superar su
incompatibilidad (Rodrigues et al., 2013a). El problema surge cuando en sistemas bien
establecidos y que funcionan favorablemente pueden producirse algunos cambios,
como la aparicion de una nueva plaga o enfermedad, o un cambio en la incidencia de
una plaga secundaria, que podrian desestabilizar el sistema. En tales casos, los
compuestos quimicos que se utilizan tienen un impacto negativo hacia los enemigos
naturales o no hay disponibilidad de ellos, por lo que se interrumpe la estrategia de

biocontrol (Bielza, 2016).

Para ver la compatibilidad de los plaguicidas con los enemigos naturales, se han hecho
estudios que prueban la toxicidad antes de su uso conjunto en los programas de GIP
(Bielza, 2016). Lo que ocurre es que la mayoria de los estudios sobre la compatibilidad
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de los enemigos naturales con insecticidas se centran en una sola poblacién,
generalmente una poblacién comercial, sin tener en cuenta la variacién natural en la
susceptibilidad a los insecticidas entre las poblaciones, como ocurre en las especies de
plagas (Guillén y Bielza, 2015; Gravalos et al., 2015). Por lo tanto, no se puede
generalizar sobre el beneficio de un insecticida basdndose en la prueba de una o muy
pocas poblaciones, ya que el resultado puede ser inexacto (Roush et al., 1990). De esta
manera, un compuesto podria clasificarse como no compatible con un determinado
ACB, mientras que otras poblaciones de ese enemigo natural podrian ser tolerantes. Asi
pues, seria conveniente estudiar la variabilidad genética de la susceptibilidad a los
insecticidas de un ACB, haciendo un estudio de diferentes poblaciones de este enemigo
natural, ya que este estudio definiria la capacidad de respuesta que tiene a los cambios

gue se producen en su entorno (Aguilar-Fenollosa y Jacas, 2014).

La idea de la seleccidon de enemigos naturales para la resistencia a los plaguicidas no es
nueva (Hoy, 1986, 1990; Johnson y Tabashnik, 1993), pero ha tenido poca o ninguna
implementacion en el campo debido a varias razones. Una de las razones principales fue
que los protocolos de biocontrol no estaban completamente desarrollados y estaban
mal implementados entre los productores (Hoy, comunicacién personal). Sin embargo,
hoy en dia las condiciones son apropiadas para un avance importante, con sistemas de
GIP bien establecidos y, lo que es mas importante, se tiene acceso a una infraestructura
de suministro de agentes de control de alta calidad. Tener enemigos naturales mas
tolerantes a los insecticidas serd clave para la perpetuacién de los programas de GIP

basados en el control bioldgico.

1.5 INSECTICIDAS
1.5.1 Resistencia a insecticidas

Segun IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) (2020), la definicién mas precisa
y practica de cara a los agricultores y productores sobre la resistencia a insecticidas seria:
“un cambio heredable en la sensibilidad de la poblacién de una plaga que se refleja en
repetidos fallos de un producto para alcanzar los niveles de control esperados al ser

usado de acuerdo con las recomendaciones de la etiqueta para esa plaga”. A este estado
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puede llegarse por el “uso abusivo” o “mal uso” de un insecticida o acaricida en el
control de una plaga. Los individuos mas resistentes se seleccionan y después de varias

generaciones la poblacién llega a ser resistente.

Crow (1960), determind que la resistencia a plaguicidas es el cambio genético que se
produce en respuesta a una seleccion. Afos después, Leclant (1988), considerd que la
resistencia viene determinada genéticamente y que se produce cuando en algunos
individuos existe una menor sensibilidad a la sustancia toxica. Scott (1995), consideraba
la resistencia como una expresion fenotipica de un determinado rasgo existente en una
poblacidén. Este rasgo lo presentaban algunos individuos, antes de la exposicion al toxico.
El desarrollo de una menor susceptibilidad al toxico dentro de la poblacién era debido a
una seleccidn especifica de estos individuos pre-adaptados, a menudo durante varias
generaciones, por exposiciones a cantidades del téxico que eran subletales para ellos,

pero no para otros individuos de la poblacién.
1.5.2 Tipos de resistencia a insecticidas
Existen varios tipos de resistencia a los insecticidas:

e Resistencia cruzada positiva: segiin Monge (1986), puede ser definida como “la
resistencia que se genera en los insectos a un determinado plaguicida y a otros
gue no se han aplicado, pero que tienen forma de accidon o de detoxificacion
similares”. Esto es debido a que se involucra el mismo mecanismo de resistencia
para dos tipos de insecticidas diferentes, pero con el mismo modo de accidn

(Najera y Zaim, 2002).

e Resistencia cruzada negativa: se presenta cuando en una poblaciéon que ha
adquirido resistenciaa un insecticida, se aplica otro insecticida
toxicolégicamente diferente y como consecuencia, esa poblacién regresa a una

susceptibilidad cercana a la original (Lagunes, 1980).

e Resistencia multiple o multiresistencia: cuando una poblacién resistente a un
insecticida se hace resistente a otros insecticidas de diferente grupo quimico o
modo de accién. Por lo tanto, varios mecanismos de resistencia estan actuando

en el mismo insecto (Bisset, 2002).
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1.5.3 Modo de accion de los insecticidas

Segun IRAC (2020), la resistencia afecta negativamente al compuesto sobre el que se
genera y confiere resistencia cruzada a otros compuestos quimicamente relacionados.
Esto es debido a que productos de un mismo grupo quimico suelen afectar a un punto
de accidn comun, por lo que se considera que comparten un mismo modo de accion
(MdA). De este modo, hay un alto riesgo de que la resistencia en el punto de accién
existente o desarrollada confiera automaticamente resistencia cruzada a todos los

compuestos del mismo grupo.

El punto de accion primario puede estar situado en el sistema nervioso y muscular,

crecimiento y desarrollo, respiracidn o aparato digestivo del insecto IRAC (2020).

1.5.4 Clasificacion de los insecticidas ensayados segun su grupo quimico y modo de
accion

Permanentemente se estan incorporando nuevos agroquimicos al mercado, de diversos
grupos quimicos, lo cual hace sumamente compleja una clasificacion completa basada
en este criterio. IRAC (2020) hace una clasificacién detallada de todos los grupos
guimicos, modos de accién y materias activas que se pueden utilizar en cada pais. A
continuacion, se definen los modos de accién de los grupos quimicos a los que

pertenecen los insecticidas que se han ensayado en esta tesis:

e Piretroides: los piretroides actuan sobre la membrana nerviosa, ocasionando
interferencias que provocan cambios conformacionales de las proteinas en la
interfase lipido-proteina. Estas alteraciones originan un retardo en el cierre de
los canales de Na+ después de ocurrido el impulso nervioso (Zerva, 1988). En
este grupo se encuentra el lambda-cihalotrin. Segun la clasificacién de los modos

de accion de IRAC, pertenece al grupo 3, moduladores del canal de sodio.

¢ Neonicotinoides: el modo de accion de los neonicotinoides es similar al de los
insecticidas derivados de la nicotina, que actua en el sistema nervioso central.
Son agonistas del receptor nicotinico de Ila acetilcolina. Actian por
despolarizacién de la célula post-sinaptica debido a la entrada de iones sodio y
calcio. Activan el receptor nicotinico de la acetilcolina, pero lo hacen de manera

persistente, ya que no son sensibles a la accién degradativa de la
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acetilcolinesterasa (Sanchez, 2003). En este grupo se encuentran el imidacloprid
y tiametoxam. Segun la clasificacién de los modos de accién de IRAC, pertenece

al grupo 4, agonistas del receptor nicotinico de la acetilcolina.

Spinosines: activan alostéricamente los receptores nicotinicos de la acetilcolina,
provocando hiperexcitacion del sistema nervioso. La acetilcolina es el principal
neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central del insecto (IRAC,
2020). Segun la clasificacion de los modos de accién de IRAC, pertenece al grupo

5, activadores del receptor alostérico nicotinico de la acetilcolina.

1.5.5 Mecanismos de resistencia a insecticidas en insectos

Segln Barberd (1989) los mecanismos por los que un organismo se vuelve resistente a

un toxico pueden ser de tipo genético y no genético.

Uno de los mecanismos genéticos de resistencia, se produce por una mutacion
genética en una poblacidn debido al uso insistente del plaguicida, que durante
cambios genéticos perpetuados darian lugar a individuos resistentes. También
se puede dar el caso de que los individuos de una poblacién presenten diversos
grados de sensibilidad al plaguicida, y al verse sometidos a la presion selectiva
(seleccion) de éste, la proporcidn de genes resistentes en la poblacion aumente,
originando nuevas generaciones resistentes. Si la presidn del insecticida prosigue
en nuevas generaciones, se originara una poblacion resistente con tendencia a
perpetuar este caracter por ser el mas favorable a la conservacidn de la especie,
habiendo asi una evolucidn positiva hacia individuos resistentes. Este seria el
mecanismo genético de seleccidn y es el que se considera mds importante.

Los mecanismos no genéticos de resistencia se basan en comportamientos
adquiridos por instinto contra el insecticida o en desarrollar sistemas de defensa,

ya presentes en el insecto, contra el téxico al ingerirlo.

Segun Miller (1988), los mecanismos de resistencia a insecticidas se clasifican en 4

categorias: 1) resistencias por comportamiento, 2) resistencia a la penetracién, 3) sitio

insensible y 4) resistencia metabdlica. Estos mecanismos se detallan a continuacion:

1. Resistencia por comportamiento: en este caso, el insecto no entra en contacto

con el depésito del insecticida. Segun Bielza (2010) este mecanismo, en realidad
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no se puede considerar una resistencia como tal porque consiste en un cambio
en el comportamiento de los insectos. Estos evitan entrar en contacto con el
insecticida y sobreviven a diferencia de los susceptibles. Por tanto, esta
resistencia es llamada pseudoresistencia debido a que, si los insectos resistentes
tuvieran contacto directo con el insecticida en vez de esquivar el producto,

moririan.

2. Resistencia a la penetracion o mecanismo fisico: la composicion del
exoesqueleto llega a ser modificada inhibiendo la penetracidn del insecticida. La
velocidad de penetracion depende de las caracteristicas moleculares del
insecticida y de las propiedades del tegumento del insecto, que varian

considerablemente entre los estadios de vida y de una especie a otra.

3. Sitio insensible (resistencia en el punto de accidn): es considerada la resistencia
mas importante, ya que le da al insecto un elevado nivel de resistencia y esta
referida al cambio en la estructura del punto de accién o al nimero de puntos
donde el plaguicida causa toxicidad sobre el insecto. Los insecticidas actian en
un sitio especifico del insecto, habitualmente en el sistema nervioso del insecto.
Segun explicéd Bielza (2010), los insectos que poseen este tipo de resistencia
tienen modificado el punto de accién, es un cambio genético que evita que la
molécula del insecticida se acople y por tanto no se da ningun efecto del

insecticida.
Existen tres puntos de accién principales donde actuan los insecticidas:

e La acetilcolinesterasa (AChE): es una enzima que cataliza la hidrdlisis del
neurotransmisor acetilcolina y tiene un papel importante en Ia
terminacidon de impulsos nerviosos. La AChE es el principal punto de
accién de organofosforados y carbamatos, que provocan la caida del
sistema nervioso central y la muerte del insecto (Corbett, 1974).

e Los receptores GABA (4cido y-aminobutirico): estan localizados en los
canales de los iones de cloro en la membrana nerviosa y controlan el flujo
de iones a través ésta. Estos receptores son punto de unidn de algunos

téxicos como la picrotoxina e insecticidas derivados del ciclodieno, los
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cuales bloquean la accion fisioldgica normal del GABA. (Ffrench-Constant
etal., 1993).

e Produciendo alteraciones en los canales de sodio (Na+): los canales de
(Na+) dependientes del voltaje son el punto de accion del DDT y
piretroides. La alteracion del canal de sodio provoca insensibilidad

nerviosa al insecto (Soderlund y Bloomquist, 1989).

4. Resistencia metabdlica: la resistencia metabdlica corresponde al mecanismo
tipico expresado por los insectos, rompiendo la estructura de los plaguicidas
mediante el sistema enzimdtico pudiendo degradar un amplio espectro de
plaguicidas. Es decir, las enzimas detoxificadoras son utilizadas para romper la
invasion del plaguicida (toxina) en el cuerpo del insecto. El primer caso de
resistencia metabdlica citado correspondid al detectado en mosca doméstica

con el uso de DDT (Wiesmann, 1947).

Existen tres sistemas enzimaticos principales responsables de la resistencia a
insecticidas (Li et al., 2007): las P-450 monooxigenasas que metabolizan la materia
activa del insecticida mediante oxidaciones, las esterasas mediante hidrélisis y las

glutatidn S-transferasas mediante conjugaciones.

Segun Bielza (2010), la resistencia metabdlica y la del punto de accién son las mas
importantes y la alternancia de insecticidas con diferentes modos de accién, pueden

evitar el desarrollo de estos tipos de resistencias.
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En los ultimos afios, la gestidn integrada de plagas (GIP) se ha impuesto en muchos
cultivos, especialmente en cultivos horticolas bajo invernadero. Este sistema esta
orientado a la produccién de hortalizas saludables con bajo impacto en los
agroecosistemas vy la utilizacion de métodos bioldgicos para el control de plagas. Sin
embargo, el control bioldgico no siempre es suficiente para controlar las poblaciones de
plagas y en algunas ocasiones se requieren aplicaciones adicionales de insecticidas. En
estos casos, para que haya una integracion efectiva hay que superar el problema de
incompatibilidad que surge entre los insecticidas y los enemigos naturales. Por lo tanto,
la mejora genética de agentes de control biolégico que muestren una mayor tolerancia

a los plaguicidas es de gran interés en la practica de la GIP y el biocontrol.

Asi pues, el objetivo general de esta tesis es la mejora genética del enemigo natural
Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) para conseguir poblaciones
resistentes a diferentes insecticidas usados habitualmente en GIP: tiametoxam,
imidacloprid, lambda-cihalotrin y spinosad. De esta forma, se mejoraria el control de

plagas y se conseguiria una integracidon plena entre enemigos naturales e insecticidas.
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3.1 POBLACIONES DE Orius laevigatus
3.1.1 Poblaciones silvestres

Para la realizacion de los bioensayos, se recolectaron entre 2012 y 2019 un total de 36
poblaciones silvestres de Orius laevigatus procedentes de distintos paises
mediterrdneos. Estas poblaciones fueron recolectadas en su habitat natural, lejos (> 10—
100 km) de cultivos donde podrian haberse liberado poblaciones comerciales. En la
Tabla 3.1 y la Figura 3.2, se detallan todas las poblaciones silvestres que se utilizaron

para los bioensayos, y su localizacién en el mapa.

Los individuos de cada poblaciéon fueron recolectados manualmente, agitando las
plantas sobre una bandeja de cartén blanca y aspirdndolos con un aspirador
entomoldgico manual (Figura 3.1). Los individuos recolectados se echaron en un bote
auxiliar que contenia alimento, agua, substrato de puesta (judia) y refugio.
Posteriormente, se trasladaron al laboratorio para determinar su especie y
reproducirlos. Desde que llegaron al laboratorio, en todas las poblaciones pasaron de 2-

5 generaciones antes de que se realizaran los bioensayos.

Figura 3.1. Material necesario para la recoleccidn de Orius laevigatus.
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Tabla 3.1. Poblaciones silvestres de Orius laevigatus.

Di i Fech E i
Origen Poblacion Numero?® |stan§|a echa de specie
(km) muestreo de planta
Portonovo 1 >100 Ago 2013 Ulex sp.
Espafia Corrubedo 2 >100 Ago 2015 Daphne gnidium
(Noroeste) Moreira 3 >100 Ago2013 Daucus sp.
Catadoiro 4 >100 Ago 2015 Daucus sp.
Perin 5 >25 Oct 2012 Thymelaea hirsuta
Cabo de Palos 6 >20 Oct 2012 Thymelaea hirsuta
La Zenia 7 >10 May 2013 Convolvulus sp.
" Cabo de Gata 8 >10 Jun 2013 Anthyllis cytisoides
Espafia -
(Sureste) Cuevas de Almanzora 9 >25 May 2013 Umbelliferae
Hellin 10 >75 May 2013 Chamaemelum sp.
Puerto de la Mora 11 >60 Nov 2015 Desconocido
Cazorla 12 >100 Jul 2014 Rubus sp.
Orgiva 13 >25 Oct 2018  Thymelaea hirsuta
Espafia Islantilla 14 >10 Jun 2014 Thymus carnosus
(Suroeste) Carmona 15 >100 Ago 2013  Mentha suaveolens
" Cabrils 16 >2 Desconocido
Espafia
(Noreste) Teruel 17 >100 Sep 2013 Aster sp.
Logrofio 18 >100 Oct 2014 Desconocido
Espafia Méntrida 19 >100 Mar 2015 Chenopodium sp.
(CeF;tro) Alcobendas 20 >100 May 2015 Umbelliferae
Ruidera 21 >100 Jul 2013 Rubus sp.
Espafia Guadalupe 22 >100 Sep 2015 Daphne gnidium
(OZste) Arroyo de San Servan 23 >100 Sep 2015 Daphne gnidium
Merida 24 >100 Oct 2014 Daphne gnidium
Italia Acate 25 >2 Jun 2013 Desconocido
(sicilia) Cefalu 26 >100 May 2015 Compositae
Palermo 27 >100 May 2015 Daucus sp.
Policoro 28 >2 Jun 2013 Desconocido
Italia Napoles 29 >60 Oct 2018 Daucus silvestre
(Sur) Capodichino 30 >60 Oct 2018 Mentha suaveolens
Vesubio 31 >60 Oct 2018 Desconocido
Grecia Samaria 32 >60 May 2013 Labiatae
(Creta) Rethymno 33 >40 May 2013 Umbelliferae
Chania 34 >80 May 2013 Malva sp.
Grecia Atenas 35 >100 Abr 2019 Desconocido
Bélgica Westerlo 36 <10 Oct 2017 Desconocido

@ nimero de cada poblacién correspondiente a su localizacion en el mapa (Figura 1).
b distancia al 4rea mas cercana de invernaderos donde pueden realizarse sueltas de Orius laevigatus.
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Figura 3.2. Los nimeros corresponden a la localizacion en el mapa de las poblaciones silvestres de Orius
laevigatus de la Tabla 3.1.

3.1.2 Poblaciones comerciales

También se bioensayaron como referencia 4 poblaciones comerciales de O. laevigatus:
Bioline AgroSciences (Reino unido), Koppert (Paises Bajos), Agrobio (Espafia) y Biobest
(Bélgica). Estas poblaciones fueron suministradas por las empresas y al llegar al

laboratorio, se realizé su cria del mismo modo que para las poblaciones silvestres.

3.2 CRIA Y MANTENIMIENTO DE POBLACIONES DE Orius laevigatus

La cria de Orius en el laboratorio se realiza en botes de plastico translicidos y cilindricos
de 1L de capacidad y tapadera de cierre en forma de rosca. A la tapadera se le realiza
una apertura circular que se tapa posteriormente con papel de filtro para permitir una
correcta aireacién del bote y evitar la condensaciéon. El material necesario dentro de

cada bote se detalla a continuacién (Figura 3.3):

e Alimento: se alimenta a los Orius con huevos de Ephestia kuehniella (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae) ad libitum.
e Substrato vegetal: se utilizan trozos de unos 6 cm de longitud de judias planas

(Phaseolus vulgaris L.) para la puesta de huevos y también para la hidratacion.
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Las judias fueron compradas en un minorista local. Previamente, a estas judias
se les da un tratamiento de desinfeccién mediante un bafio en agua con lejia al
5% para eliminar hongos y posibles restos de plaguicidas. Después de trocearlas,
se sellan sus extremos con parafina para evitar la entrada de los Orius en su
interior y retrasar la deshidratacion.

Hidratacidn: se utilizan viales de 10 mL llenos de agua, que se tapan con un
algodéon para que por capilaridad pase el agua y los individuos puedan
abastecerse. Se utilizan como apoyo para la hidratacion de los Orius, ya que la
judia se va deshidratando con el paso de los dias y puede no ser suficiente.
Refugio: debido al problema que supone la depredacién intraespecifica, es
importante que dentro de cada bote tengan refugio para protegerse. En la cria

se utiliza como refugio cascara de trigo sarraceno.

A

S |

ot
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Surgipath
Paraplast Plus

Figura 3.3. Material necesario para la cria de Orius laevigatus.

El proceso de cria se realiza teniendo en cuenta el ciclo bioldgico de esta especie

(apartado 1.1.3.1 de la introduccion general). Cada poblacion se divide en 3 botes, de

esta manera, hacemos una cria lineal del primer al ultimo bote (Figura 3.4). En el primer

bote (bote 1), se encuentran los adultos mas longevos que estan en periodo de puesta.

En el segundo bote (bote 2), se encuentran los adultos jovenes que empiezan a

aparearse y poner huevos, y en el ultimo bote (bote 3), se encuentran las ninfas.
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El mantenimiento de cada poblacidn se realiza de la siguiente manera: se abastece cada
bote de alimento, se comprueba la hidratacién y se sacan las judias del bote 1 y bote 2
para pasarlas al bote 3 y poner una judia nueva en cada uno de ellos. A los botes se les
pone una fecha de dos semanas, que es aproximadamente el tiempo que tardan las
ninfas del bote 3 en emerger a adultos, cuando se cumple esta fecha, se elimina el bote
1y se funda nuevamente un ultimo bote con todo el material necesario, donde iran las
judias con los huevos. El mantenimiento de la cria se realiza tres veces por semana para
evitar que los huevos puestos en las judias eclosionen antes de ser metidos en el bote
3. Los botes se mantienen a unas condiciones de 26 + 2 °C de temperatura (T2), 65 + 5%
de humedad relativa (HR) y fotoperiodo 16 horas luz: 8 horas oscuridad (16:8 L:0). Como
ya se hadicho en el apartado 3.1.1, en las poblaciones silvestres recolectadas, se dejaron

pasar en el laboratorio de 2-5 generaciones antes de empezar a realizar los bioensayos.

— T
et Jeee f zee |

Figura 3.4. Botes de cria de una poblacién de Orius laevigatus.

3.3 INSECTICIDAS UTILIZADOS PARA LOS BIOENSAYOS

Los insecticidas utilizados para realizar nuestros bioensayos son algunos de los que se
usan normalmente en el sureste espafiol para el control de plagas (Tabla 3.2 y Figura
3.5). Algunos de estos insecticidas afectan a las plagas que O. laevigatus depreda y otros
pueden utilizarse para controlar otra plaga de la que Orius no se alimenta, pero que se

encuentra paralelamente en el cultivo donde se ha soltado el depredadory, por lo tanto,
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afectaria igualmente a este enemigo natural. Las materias activas ensayadas son las
siguientes: spinosad, lambda-cihalotrin, tiametoxam e imidacloprid. En todos los casos,
se hacen diluciones de los insecticidas en agua destilada a la que se le afiade el mojante
Tween 80 como agente humectante (0,5%). Para evitar posibles contaminaciones y por
seguridad, la preparacion de las dosis del insecticida se realizd6 en una camara de

extraccion de gases.

Tabla 3.2. Insecticidas utilizados en los bioensayos de Orius laevigatus.

. . Grupo principal/Punto Subgrupo quimico Nombre Casa
M
ateria activa de accion IRAC IRAC comercial comercial
Spinosad niscgoajc(i:r:li\ézdc(ljer ge;(:ee;fcztlci)r:a Spinosines Spintor® Corteva
48% SC . . P 480 SC Agriscience
(sistema nervioso)
A-cihalotrin 1,5% 3, moduladores del canal del 3A Piretroides, KarateZeon® Sy(r;,«:?snta
CS sodio (sistema nervioso) Piretrinas 1,5CS p.
Protection
Tametoram o e aANeoniotinoiges A Vo
25% WG . ) 25 WG P
(sistema nervioso) Protection
4 i I
Imidacloprid e eolna 4ANeonicotinoides | COTfidor®  Bayer Crop
20% SL 20 SL Science

(sistema nervioso)

Figura 3.5. Formato comercial de los insecticidas utilizados (de izquierda a derecha: Confidor®,
Spintor®, Actara®y KarateZeon®).

3.4 METODOS DE BIOENSAYO DE INSECTICIDAS
3.4.1 Bioensayos de toxicidad

Los bioensayos de toxicidad se realizaron para determinar la toxicidad que tenian las
poblaciones (silvestre, comercial o seleccionada) a los distintos insecticidas. Los
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bioensayos fueron de tipo residual (exposicion del insecto a una judia previamente

sumergida en insecticida).

3.4.1.1 Preparacion de las dosis
Las dosis elegidas para la realizacién de los bioensayos fueron estimadas con el objetivo
de abarcar un rango entre 0-100% de mortalidad, y asi obtener el maximo de
informacién posible en el posterior andlisis estadistico. En cada capitulo de este
documento se detallan las dosis utilizadas, dependiendo del insecticida que se ensayo.
Las dosis se realizaron en vasos de plastico de 0,250-1L de capacidad y para su disolucién
se utilizd un agitador magnético. Los formulados comerciales que se utilizaron para la
preparacion de las dosis se disolvieron en agua destilada y a partir de una disolucién
principal, se realizaron varias diluciones, correspondientes con las dosis a bioensayar
(Figura 3.6). A cada vaso se afiadieron unas gotas de Tween 80 (0,5%) como coadyuvante
para mejorar la mojabilidad de la solucién. Una vez preparadas las dosis de insecticida
necesarias, a cada una, se afiadieron las secciones de judia necesarias, de unos 3 cm de

longitud, que se agitaron junto con la disolucién y se dejaron secar sobre una rejilla.

Figura 3.6. Distintas dosis de insecticidas en un agitador magnético.
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3.4.1.2 Montaje y lectura de los bioensayos
Los bioensayos se realizaron en salseras de plastico (vasos soufflé de 60 ml) con tapa a
presion. A las tapas se les hizo una apertura circular (Figura 3.7b). A la hora de cerrar las
salseras, se puso primero un trozo de papel secante y después la tapa, asi se favorecio
la ventilacidon y se evitd la aparicion de hongos. Cada salsera se consideré una repeticién
y en ella se afiadieron huevos de E. kuehniella, cdscara de trigo sarraceno, las judias
tratadas con el insecticida y los individuos (adultos recién emergidos de 1-3 dias de
edad) (Figura 3.7a). En cada repeticiéon se dispusieron 10 individuos como minimo,
tamizados y aspirados previamente con un aspirador entomolégico (Figura 3.8 ay b) de
la poblacion deseada e introducidos en viales de 5 mL. Se realizaron 3 repeticiones por
cada dosis, con un control de 3 repeticiones con judias tratadas sélo con agua destilada
(Figura 3.9 ay b) y para cada ensayo se prepararon de 3-5 dosis de insecticida. Se estimé
la mortalidad de los individuos 3 dias después montar los bioensayos y se consideré que
los depredadores estaban muertos si no se observaba movimiento. Todos los
bioensayos se mantuvieron a unas condiciones de 26 + 2 °C, 65 + 5% HR y fotoperiodo

16:8 L:O.

Figura 3.7. (a) Salsera correspondiente a una repeticion de un ensayo sin cerrar, con el material
necesario y los individuos; (b) repeticiones cerradas.

47



3. MATERIALES Y METODOS GENERALES

Figura 3.9. (a y b) Bioensayos de insecticidas.

3.4.2. Bioensayos de seleccion

Los bioensayos de seleccidn se realizaron solamente para las poblaciones que se estaban
seleccionando a un determinado insecticida. Los bioensayos fueron de tipo residual
(exposicion del insecto a una judia previamente sumergida en insecticida). La

metodologia fue igual para todos los insecticidas descritos en el apartado 3.3

3.4.2.1 Preparacion de las dosis
Para los bioensayos de seleccion, las dosis de los insecticidas se prepararon tal y como

se describe en el apartado 3.4.1. En los capitulos siguientes de este documento, se
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especificardn las dosis ensayadas. Una vez preparada la dosis, se afiadieron cuatros

secciones de judia de unos 6 cm, que se agitaron con la disolucién y se dejaron secar.

3.4.2.2 Montaje y lectura de los bioensayos
Las poblaciones silvestres y comerciales se seleccionaron primero con la dosis de campo
del insecticida que se estaba ensayando. Con los supervivientes, se fundd una nueva
poblacion que fue expuesta posteriormente a concentraciones crecientes de insecticida,
realizando bioensayos residuales de seleccién. Los bioensayos de seleccidn se realizaron
en botes similares a los utilizados para la cria de O. laevigatus, a los que se afiadieron
huevos de E. kuehniella, cdscara de trigo sarraceno, los trozos de judia tratadas con el
insecticida (2 a cada bote) y los individuos (adultos recién emergidos de 1-3 dias de edad)
(Figura 3.10). En cada ciclo de seleccion, se utilizaron 700—1200 adultos, manteniendo
una mortalidad del 70-90% y seleccionando, al menos, 100 individuos supervivientes. Se
estimd el porcentaje de mortalidad de los individuos 3 dias después de realizar el
bioensayo y se consideré que los depredadores estaban muertos si no se observaba
movimiento. Todas las selecciones se mantuvieron a unas condiciones de 26 + 2 °C, 65

+ 5% HR y fotoperiodo 16:8 L:O.

Figura 3.10. Ejemplo de un ensayo de seleccion.
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3.5 ANALISIS DE LOS DATOS
3.5.1 Andlisis probit

Antes de realizar el tratamiento de los datos en cada uno de nuestros bioensayos, se
discutieron o reajustaron las dosis, con el fin de obtener mortalidades comprendidas
entre 0-100%. En los bioensayos de toxicidad, los datos fueron corregidos con respecto
a la mortalidad observada en el control (Abbott, 1925) y posteriormente se analizaron
utilizando el programa estadistico PoloPlus® haciendo un andlisis probit (Rusell et al.,
1977). Para determinar las diferencias significativas entre las distintas poblaciones
ensayadas, se calcularon las concentraciones letales (CLso) y los limites fiduciales (LF) al
95% de confianza. Se consideraron significativamente diferentes si sus respectivos

limites de confianza (LF) al 95% no se superponian.
3.5.2 Mortalidad a la dosis de campo (MDC)

La mortalidad a la dosis de campo maxima (MDC) se calculé utilizando la relacidn dosis-

mortalidad obtenida para cada poblacién e insecticida.
3.5.3 Factor de resistencia (FR)

También se calcularon los factores de resistencia a nivel de Clsp (FRso) para cada
poblacidén, con relacidn a la CLsp de la poblacién susceptible de referencia. Los factores
de resistencia se determinaron dividiendo los valores de ClLso de cada una de las
poblaciones estudiadas, por el valor de CLsg correspondiente a la cepa mas susceptible.
Cuando se obtiene un FRs50210 podemos hablar de posibles resistencias entre las
poblaciones. En cambio, cuando el FRs0<10, las diferencias significativas entre las Clso
de las diferentes poblaciones son atribuibles a una variacién natural de la susceptibilidad

a dicho producto.
3.5.4 Clases de toxicidad

Para la evaluacion de la mortalidad, se utilizaron las clases de toxicidad desarrolladas
para la prueba de laboratorio de toxicidad de contacto inicial en el "peor caso" (Sterk et
al., 1999): clase 1 (inofensivo): efecto <30%; clase 2 (levemente dafiino): 30-79% de
efecto; clase 3 (moderadamente daiino): 80-99% de efecto; clase 4 (dafiino): efecto>

99%.
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3.5.5 Mortalidad en las selecciones

En la poblacién que se estaba seleccionando, se calculé el porcentaje de mortalidad
entre ciclos de seleccidon y se realizaron bioensayos de toxicidad después de varias
selecciones, haciendo el correspondiente analisis probit, como se ha descrito
anteriormente. De esta forma se iba observando la evolucion de la Clsg de la poblacién

seleccionada.
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4. VARIACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD Y SELECCION PARA LA
RESISTENCIA A IMIDACLOPRID Y TIAMETOXAM EN
POBLACIONES MEDITERRANEAS DE Orius laevigatus

Balanza, V., Mendoza, J.E., Bielza, P., 2019. Variation in susceptibility and selection for
resistance to imidacloprid and thiamethoxam in Mediterranean populations of Orius
laevigatus. Entomologia Experimentalis et Applicata 167: 626-

635. https://doi.org/10.1111/eea.12813

4.1 INTRODUCCION

La gestion integrada de plagas (GIP) estd orientada a la produccidon de cultivos saludables
con bajo impacto en los agroecosistemas y la utilizacién de métodos biolégicos para el
control de plagas. En este contexto, la GIP en agentes de control bioldgico (ACB) se ha
impuesto en muchos cultivos, especialmente en cultivos horticolas producidos en
invernaderos (Van Lenteren y Woets, 1988; Calvo et al., 2012). Sin embargo, el control
biolégico no siempre es suficiente para manejar las poblaciones de plagas, y se
requieren aplicaciones adicionales de insecticidas (Rodrigues et al., 2013a; Bielza, 2016).
Ademads, como se ha comentado en el apartado 1.4.2 de la introduccién general, pueden
surgir problemas que podrian desestabilizar el sistema. En estos casos seria necesario
utilizar algun tipo de compuestos selectivos hacia los ACB para equilibrar el complejo de
plagas y no siempre funcionan o no hay disponibilidad de ellos, por lo que se interrumpe

la estrategia de biocontrol (Bielza, 2016).

Los neonicotinoides son compuestos con actividad sistémica, translaminar y de contacto
(Elbert et al., 1991). Segun su modo de accién (IRAC 2020), se encuentran clasificados
en el grupo 4 y actian sobre el sistema nervioso de los insectos, siendo agonistas del
receptor nicotinico de la acetilcolina y provocando hiperexcitacion (la acetilcolina es el
principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central del insecto). Estos
insecticidas de amplio espectro tienen poca selectividad hacia los insectos beneficiosos
(Cloyd y Bethke, 2011; Phrabaker et al., 2011). Sin embargo, las aplicaciones puntuales

de estos productos ayudarian al control cuando aparecen dificultades con plagas
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secundarias en cultivos de invernadero en los que se aplica control bioldgico, como
mosquitos verdes, chinches y cochinillas, que carecen por completo de enemigos
naturales para su control, y exigen pulverizaciones inevitables con insecticidas, incluidos
los neonicotinoides (Van der Blom et al., 2009). Las moscas blancas y los pulgones tienen
una buena cantidad de enemigos naturales, pero en ciertas circunstancias también
requieren un tratamiento quimico adicional (Van der Blom et al.,, 2009). Ademas, la
introduccién de plagas invasoras, como el gorgojo del pimiento, Anthonomus eugenii
(Cano) (Coleoptera: Curculionidae), requeririan la aplicacion de compuestos no
compatibles con la mayoria de los agentes de control biolégico (ACB), como los
neonicotinoides, ya que no se conocen enemigos naturales efectivos (Speranza et al.,

2014).

Como se ha descrito en el apartado 1.4.1 de la introduccién general, el aspecto mas
dificil de la integracidon efectiva entre los insecticidas y los enemigos naturales es superar
su incompatibilidad (Rodrigues et al., 2013a). En el apartado 1.4.2 de la introduccién
general se comenta la importancia de la variabilidad natural en la susceptibilidad a los
insecticidas entre distintas poblaciones. Esta variacion intraespecifica puede explotarse
para seleccionar poblaciones resistentes a los insecticidas y fungicidas que deben
aplicarse para controlar ciertas plagas y enfermedades, lo que permitiria la accién
beneficiosa de los enemigos naturales (Bielza, 2016). Tener enemigos naturales mas
tolerantes a los insecticidas serd clave para la perpetuacién de los programas de GIP

basados en el control bioldgico.

Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocotidae) muestra una alta susceptibilidad a
los neonicotinoides (Delbeke et al., 1997; Van de Veire y Tirry, 2003; Angeli et al., 2005).
Por lo tanto, contar con poblaciones de O. laevigatus resistentes a estos plaguicidas

mejoraria el uso del control bioldgico aumentativo en cultivos horticolas de invernadero.

En el presente estudio, investigamos la toxicidad a imidacloprid y tiametoxam en varias
poblaciones silvestres de la cuenca mediterranea y en algunas poblaciones comerciales
de O. laevigatus. Ademas, se selecciond artificialmente una poblacion de O. laevigatus

resistente a cada uno de los neonicotinoides.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Insectos

Un total de 30 poblaciones silvestres de O. laevigatus se recolectaron en varios paises
mediterraneos entre 2012 y 2015 (ver Tabla 3.1 y Figura 3.2 en materiales y métodos
generales). Ademas, se utilizaron como referencia las cuatro poblaciones comerciales
descritas en el apartado 3.1.2 de materiales y métodos generales. Los insectos de todas
las poblaciones recolectadas fueron criados en el laboratorio (ver 3.2 de materiales y

métodos generales).
4.2.2 Insecticidas

Los insecticidas utilizados en este estudio fueron formulaciones comerciales de
imidacloprid (Confidor 20 SL; Bayer Cropscience, Monheim am Rhein, Alemania) y
tiametoxam (Actara 25 WG; Syngenta Crop Protection, Basilea, Suiza). Los productos
comerciales se disolvieron en agua destilada + Tween 80 como agente humectante

(0,5%) para obtener diferentes concentraciones del insecticida.
4.2.3 Bioensayos

Se realizaron bioensayos de toxicidad residuales (ver 3.4.1 de materiales y métodos
generales). Todas las poblaciones fueron ensayadas con imidacloprid y tiametoxam. Se
utilizaron cuatro concentraciones para cada insecticida y un control sin insecticida: 10,
30,100y 300 mg L' paraimidaclopridy 1, 3, 10y 30 mg L' para tiametoxam. Se eligieron
las concentraciones de los insecticidas para dar un rango de mortalidad de 0 a 100%.

Después de 3 dias, se evalud la mortalidad para ambos insecticidas.
4.2.4 Selecciones para conseguir una poblacion resistente

Se seleccionaron dos poblaciones, una resistente al imidacloprid y la otra al tiametoxam,
realizando ensayos residuales en el laboratorio. Las poblaciones silvestres y comerciales
se seleccionaron primero con 150 ppm de imidacloprid y 10 ppm de tiametoxam, lo que
corresponde a una mortalidad de alrededor del 80% con relacion a la linea de base. Los
supervivientes de cada poblacién e insecticida se agruparon en dos poblaciones RIMIOO
y RTMXO00, respectivamente. Estas poblaciones fueron expuestas posteriormente a

concentraciones crecientes de cada insecticida mediante bioensayos de seleccién
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(apartado 3.4.2 de materiales y métodos generales). Las concentraciones mas altas
utilizadas fueron 1000 y 300 mg L y se realizaron 38 y 43 ciclos de seleccion para

imidacloprid (RIMI38) y tiametoxam (RTMX43), respectivamente.
4.2.5 Andlisis de datos

Se calcularon las concentraciones letales (Clso) y los limites fiduciales al 95% de
confianza (analisis probit), mortalidad a la dosis de campo (MDC), factor de resistencia
(FRso) y las clases de toxicidad, tal y como se describen en la parte 3.5 de materiales y

métodos generales.

Para las poblaciones resistentes también se calcularon las concentraciones letales (CLso)
y los limites fiduciales al 95% de confianza (analisis probit) (apartado 3.5.1, materiales y

métodos generales).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Variacion entre poblaciones

Treinta poblaciones silvestres de O. laevigatus de Espaina, Italia y Grecia y cuatro
poblaciones comerciales se analizaron para determinar su susceptibilidad al tiametoxam

(Tabla 4.1) y al imidacloprid (Tabla 4.2).

La susceptibilidad al tiametoxam varié entre las poblaciones, con diferencias
significativas entre algunas de ellas. El rango de ClLso de tiametoxam para todas las
poblaciones fue de 0,7 a 5,9 mg L, lo que indica una variabilidad de 8,4 veces entre la
poblacién menos (Agrobio) y la mas tolerante (Catadoiro). La linea de base obtuvo un
valor de 2,1 mg L', que es muy bajo en comparacion con la dosis de campo (100 mg L
1). Ademas, la MDC en todas las poblaciones varié de 89,1 a 100%, lo que lo que dio lugar
a clases de toxicidad 3 (moderadamente dafinas) y 4 (dafiinas) (Sterk et al., 1999). Estos
resultados confirman que tiametoxam puede considerarse muy toxico para O.

laevigatus.
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Tabla 4.1. Datos de susceptibilidad a tiametoxam en poblaciones silvestres de Orius laevigatus.

. .. Pendiente Clsomg L? MDC

Origen Poblacién (£ SE) (95% LF) ® FRso® (%) ¢ Clase ¢

Portonovo 4,3+1,04 4,7 (2,9-6,3) 6,7 100,0 4

Espafia Corrubedo 1,4+0,29 2,5(1,1-4,4) 3,6 98,5 3

(Noroeste) Moreira 2,5+0,50 1,6 (1,0-2,2) 2,3 100,0 4

Catadoiro 1,3+0,28 5,9 (1,7-15,0) 8,4 94,9 3

Perin 1,8+0,45 3,6 (0,6-7,1) 51 99,6 4

Cabo de Palos 1,3+0,32 5,7 (1,7-10,4) 8,1 95,0 3

La Zenia 1,9+0,39 4,8 (2,3-7,4) 6,9 99,3 4

Espafia Cabo de Gata 2,2+0,52 1,2 (0,5-1,9) 1,7 100,0 4

(Sureste)  Cuevas de Almanzora 1,2+0,28 2,6 (0,9-5,0) 3,7 97,2 3

Hellin 2,9+0,60 1,6 (0,9-2,3) 2,3 100,0 4

Puerto de la Mora 1,2+0,19 2,1(1,2-3,1) 3,0 98,1 3

Cazorla 1,9+0,25 2,1(0,9-3,4) 3,0 99,9 4

Espafia Islantilla 1,1+0,17 2,5(1,1-4,2) 3,6 95,7 3

(Suroeste) Carmona 1,1+0,23 1,9 (0,9-4,3) 2,7 97,3 3

Espafia Cabrils 1,6 0,41 1,8 (0,8-3,0) 2,6 99,7 4

(Norr’este) Teruel 1,7+0,24 1,6 (0,8-2,4) 23 99,9 4

Logrofio 2,0+0,31 4,0 (1,8-7,4) 5,7 99,7 4

Ecpaf Méntrida 0,9+0,23 4,0(1,7-9,1) 5,7 89,1 3

spana Alcobendas 2,9+0,67 1,9 (1,1-2,6) 2,7 100,0 4
(Centro) .

Ruidera 1,8+0,45 3,6 (0,6-7,1) 51 99,6 4
Espafia Guadalupe 1,5+0,27 2,4 (1,4-3,5) 3,4 99,4 4
(OZste) Arroyo de San Servan 1,5+0,27 2,9 (0,5-7,0) 4,1 99,0 4
Mérida 1,8+0,36 2,2 (1,1-3,4) 3,1 99,9 4

Italia Acate 1,5+0,56 1,6 (0,8-2,4) 2,3 99,3 4

(Sicilia) Cefalu 1,5+0,27 4,1 (2,2-6,6) 5,9 98,1 3
Palermo 2,7+0,57 1,7 (1,1-2,3) 2,4 100,0 4

Italia .

(sur) Policoro 1,5+0,22 1,4 (0,7-2,2) 2,0 99,7 4
Grecia Samaria 2,1+0,32 1,5(0,9-2,0) 2,1 100,0 4
(Creta) Rethymno 1,9+0,36 3,9 (2,3-5,8) 5,6 99,6 4

Chania 2,6 £0,53 3,6 (2,2-5,1) 51 100,0 4

Syngenta 2,3+0,53 3,2 (0,9-5,3) 4,6 100,0 4

. Biobest 1,6 £0,32 2,0(0,7-3,5) 2,9 99,7 4
Comercial ,

Agrobio 1,9 +0,38 0,7 (0,4-1,0) 1,0 100,0 4

Koppert 2,0+0,42 0,9 (0,4-1,4) 1,3 100,0 4

Linea base 1,4+0,04 2,1(1,7-2,5) 3,1 99,0 4

2 Concentracién del insecticida que mata el 50% de los individuos y sus limites fiduciales (95%).

®Factor de resistencia= CLsode cada poblacién/CLso de la poblacién mas susceptible de referencia.

¢Mortalidad a la maxima dosis de campo (100 mg L?).

4 Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto <30%; clase 2 (ligeramente dafiino): 30-79% de efecto;

clase 3 (moderadamente dafiino): 80-99% de efecto; clase 4 (dafiino): efecto> 99%.
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Para el imidacloprid, también hubo diferencias significativas entre algunas poblaciones
(Tabla 4.2). En este caso, la poblacidon mas sensible fue Cabo de Palos (CLso = 7,7 mg L)
y la poblacién mas tolerante fue Guadalupe (CLso= 94,7 mg L), lo que indica una
variabilidad de 12,3 veces. La dosis de campo del imidacloprid es 150 mg L, en base a
ella, se calcularon las MDC (57,7-99,2%) y se observé que fueron mas variables que para
el tiametoxam. El valor de CLso de la linea base fue de 48,7 mg L, que puede
considerarse bajo en comparacion con la dosis de campo, pero en este caso, las clases
de toxicidad variaron de 2 (ligeramente dafiino) a 4 (dafiino), por lo que el imidacloprid

afecté a O. laevigatus de manera diferente en las poblaciones estudiadas.

Segln nuestros resultados, el tiametoxam fue significativamente mas téxico que el
imidacloprid. El valor de CLso de la linea base para el tiametoxam (2,1 mg L?) fue
significativamente menor que el de imidacloprid (48,7 mg L'!). Ademas, las mortalidades
calculadas en base a la dosis maxima de campo siempre fueron superiores al 89% para
el tiametoxam, con 24 poblaciones de 34 que mostraron una mortalidad >99%, incluidas
las cuatro poblaciones comerciales. Por el contrario, solo para imidacloprid nueve de las
34 poblaciones exhibieron una MDC superior al 89% sin incluir las comerciales, y la mitad

de las poblaciones fueron inferiores al 75%.
4.3.2 Seleccion para la resistencia

La seleccion aumenté significativamente la resistencia al tiametoxam (ClLso= 149,15 mg
L'l) 71 veces en comparacion con la linea base y 213 veces en comparacion con la
poblacién mas susceptible (Tabla 4.3). Del mismo modo, la seleccidn realizada con
imidacloprid (CLso= 309,95 mg L'!) también aumentd significativamente la resistencia en
comparacion con el valor inicial, obteniendo un factor de resistencia de 6,4 veces, y de

40 veces, en comparacion con la poblacién mds susceptible (Tabla 4.3).

Las MDC en las poblaciones resistentes a tiametoxam e imidacloprid fueron 44,5y 36,9
%, respectivamente, y en ambos casos la toxicidad fue de clase 2 (ligeramente dafiino)

(Sterk et al., 1999).
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Tabla 4.2. Datos de susceptibilidad a imidacloprid en poblaciones silvestres de Orius laevigatus.

. .. Pendiente Clsomg L? MDC

Origen Poblacién (£SE) (95% LF) ® FRso® (%) ¢ Clase ¢

Portonovo 1,8+0,34 44,9 (28,7-83,2) 5,8 82,5 3

Espafia Corrubedo 1,3+0,24 46,0 (22,4-86,7) 6,0 74,9 2

(Noroeste) Moreira 2,1+0,39 24,4 (14,2-36,2) 3,2 94,9 3

Catadoiro 1,2+0,27 77,3 (38,9-147,5) 10,0 63,1 2

Perin 2,5+0,59 48,4 (33,5-67,4) 6,3 88,8 3

Cabo de Palos 1,6 +0,32 7,7 (4,2-11,8) 1,0 98,2 3

La Zenia 0,9+0,17 44,1 (17,8-236,7) 5,7 69,0 2

Espafia Cabo de Gata 2,0+0,36 27,4 (16,1-40,6) 3,6 92,4 3

(Sureste) Cuevas de Almanzora 1,6+0,32 62,0 (26,6-118,4) 8,1 73,4 2

Hellin 2,9+0,65 77,7 (38,2-116,0) 10,1 79,6 2

Puerto de la Mora 0,7+0,20 78,5 (30,4-275,7) 10,2 57,7 2

Cazorla 1,6 £0,20 67,5 (35,9-119,4) 8,8 70,9 2

Espafia Islantilla 1,3+0,19 28,8 (15,2-45,5) 3,7 81,6 3

(Suroeste) Carmona 1,6 £0,29 79,1 (48,8-126,8) 10,3 67,2 2

Espafia Cabrils 3,51+0,96 31,0 (18,3-41,6) 4,0 99,2 4

(NoFr)este) Teruel 1,3+0,25 72,6 (40,4-113,1) 9,4 66,0 2

Logrofio 1,8+0,29 92,6 (63,0-127,2) 12,0 64,8 2

Espaf Méntrida 2,1+0,29 17,0 (10,2-24,5) 2,2 97,5 3

( CZF;:’U; Alcobendas 4,0+0,81 39,6 (26,0-53,6) 51 989 3

Ruidera 1,4+0,24 86,8 (47,1-201,7) 11,3 63,2 2

Espafia Guadalupe 1,4 +0,35 94,7 (48,7-165,9) 12,3 61,3 2

(OZste) Arroyo de San Servan 1,7+0,26 57,0 (31,7-103,6) 7,4 75,7 2

Mérida 3,3+£0,84 43,0 (12,2-64,7) 5,6 96,4 3

italia Acate 2,510,43 75,1 (53,3-100,1) 9,8 77,6 2
(Sicilia) Cefalu 2,7+0,40 29,7 (19,6-40,8) 3,9 97,0 3

Palermo 1,6 £0,23 38,8 (20,9-64,4) 5,0 79,7 2

Italia .

(sur) Policoro 2,5+ 0,54 77,7 (47,8-108,7) 10,1 75,9 2
Grecia Samaria 2,2+0,50 90,9 (51,3-135,5) 11,8 68,5 2
(Creta) Rethymno 0,9+0,20 80,1 (27,8-373,9) 10,4 59,7 2

Chania 1,9+0,54 78,1 (29,2-124,8) 10,1 70,2 2

Syngenta 1,4 £0,25 41,4 (25,1-67,6) 54 69,1 2

Comercial Biobest 2,0+0,46 57,3 (29,5-85,6) 7,4 80,1 3
Agrobio 2,1+0,33 48,7 (29,0-75,0) 6,3 84,2 3

Koppert 1,7+0,35 32,4 (10,9-59,7) 4,2 86,4 3

Linea base 1,4 +0,04 48,7 (40,4-58,04) 6,3 75,9 3

2 Concentracion del insecticida que mata el 50% de los individuos y sus limites fiduciales (95%).

®Factor de resistencia= CLsode cada poblacién/CLso de la poblacién mas susceptible de referencia.

¢Mortalidad a la méaxima dosis de campo (150 mg L?).

4 Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto <30%; clase 2 (ligeramente dafiino): 30-79% de efecto;
clase 3 (moderadamente dafiino): 80-99% de efecto; clase 4 (dafiino): efecto> 99%.
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Tabla 4.3. Datos de susceptibilidad a tiametoxam e imidacloprid de la poblacidn mds sensible y la mas
resistente de Orius laevigatus.

Pendiente Clsomg L? MDC

.. .7 b d

Insecticida Poblacién (£ SE) (95% LF) ® FRso (%) ¢ Clase

Mads susceptible 1,9+0,38 0,7 (0,4-1,0) 1,0 100,0 4

Ti Linea base 1,4 +£0,04 2,1(1,7-2,5) 3,1 99,0 4
ilametoxam

RTMX43 0,8+0,25 149,2 (60,8-802) 71-213 44,5 2

M3ds susceptible 1,6 +0,32 7,7 (4,2-11,8) 1,0 98,2 3

Imidacloprid Linea base 1,4+0,04 48,7 (40,4-58,0) 6,3 75,9 3

RIMI38 1,1+0,27 309,9 (171-683) 6,4-40 36,9 2

2 Concentracion del insecticida que mata el 50% de los individuos y sus limites fiduciales (95%).

®Factor de resistencia= CLsode cada poblacién/ClLso de la poblacién mas susceptible de referencia.
¢Mortalidad a la maxima dosis de campo (100 y 150 mg L'2).

4 Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto <30%; clase 2 (ligeramente dafiino): 30-79% de efecto;
clase 3 (moderadamente dafiino): 80-99% de efecto; clase 4 (dafiino): efecto> 99%.

4.4 DISCUSION

Los estudios de compatibilidad de enemigos naturales con insecticidas son importantes
para conocer el rango de tolerancia que los ACB tienen a los insecticidas, especialmente
en ACB clave como las especies de Orius. Existen varios estudios sobre la toxicidad del
tiametoxam y/o imidacloprid en varias especies de Orius (Tang et al., 2007; Dagh y Bahsi,
2009; Phrabaker et al., 2011; Herrick y Cloyd, 2017) y otros enemigos naturales
(Armizade et al., 2014; Phrabaker et al., 2017; Herrick y Cloyd, 2017). Hasta donde
sabemos, no se han realizado estudios de enemigos naturales, incluido O. laevigatus,
sobre la variabilidad genética de la susceptibilidad al tiametoxam y al imidacloprid en un

numero considerable de poblaciones silvestres.

Treinta poblaciones silvestres y cuatro comerciales de O. laevigatus mostraron una alta
susceptibilidad a tiametoxam e imidacloprid, con valores de ClLso de 0,7-5,9 y 7,7-94,7
mg L%, respectivamente. Van de Veire y Tirry (2003), también mostraron que el
tiametoxam y el imidacloprid eran muy téxicos para O. laevigatus, pero en su caso,
ambos neonicotinoides mataron al 100% de las ninfas de primer y segundo estadio en
un periodo de exposicion de 4 dias con una dosis de 0,15 pg cm?. Delbeke et al. (1997)
también informaron una alta toxicidad de imidacloprid en adultos de una poblaciéon
comercial de O. laevigatus por contacto residual (CLso= 0,3 mg L) e ingestion (ClLso= 2,1
mg L'!). Nuestros resultados mostraron valores mas altos de CLso para imidacloprid (7,7-

94,7 mg L), incluso para la poblacion comercial (32,4 mg L?). La diferente en la
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metodologia del bioensayo pudo influir en que estos resultados fueran distintos, pero
también indica que la Unica poblacién utilizada por Delbeke et al. (1997) fue
particularmente sensible a imidacloprid. Se sabe que la susceptibilidad a los insecticidas
no es un rasgo fijo para una especie determinada, sino que existe una variacién entre
las poblaciones, tanto en plagas (Guillén y Bielza, 2015; Gravalos et al., 2015) como en
enemigos naturales (Pathan et al.,, 2008; Rodrigues et al., 2013a; Costa et al., 2018).
Nuestros resultados muestran la importancia de probar varias poblaciones cuando se
estudia la compatibilidad o tolerancia de un agente de control biolégico a los
plaguicidas. La MDC de imidacloprid es del 99% para la poblacién de Cabrils pero del
58% para la poblacidn de Puerto de la Mora, esto daria lugar a diferencias practicas en

el campo.

Algunos autores han estudiado la tolerancia de estos neonicotinoides en otras especies
de Orius. Aplicaciones sistémicas de imidacloprid y tiametoxam fueron altamente
toéxicas para Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae) (Phrabaker et al., 2011)
(CLso= 2,78 y 1,67 mg mL? para imidacloprid y tiametoxam, respectivamente), sin
diferencias significativas entre ellos para este enemigo natural. Estos resultados son
similares a los obtenidos en otros ensayos recientes (Phrabaker et al., 2017). Usando
pruebas residuales en papel de filtro se descubrié que el imidacloprid era mas téxico
para O. insidiosus que el tiametoxam (CLso= 0,08 vs. 0,8 mg cm?) (Fernandes et al., 2016).
Un estudio reciente demostré una mayor toxicidad del tiametoxam que del imidacloprid
en O. insidiosus (Herrick y Cloyd, 2017). La mortalidad a la dosis de campo fue de 40, 80
y 100% después de 48, 72 y 96 h de exposicidn, respectivamente, para imidacloprid y
100% para tiametoxam después de 48-96 h (Herrick y Cloyd, 2017). Esto estd de acuerdo
con nuestros resultados, mostrando una mayor susceptibilidad de O. laevigatus al
tiametoxam que al imidacloprid. Del mismo modo, en un estudio de campo usando un
tratamiento para semillas de algoddn, el tiametoxam tuvo un mayor efecto supresor

gue el imidacloprid en poblaciones de Orius sp. (Saeed et al., 2015).

Los efectos de estos neonicotinoides en otros Orius sp. también se han estudiado por
separado, como el estudio de toxicidad de imidacloprid bajo diferentes métodos de
exposicién en Orius majusculus (Reuter) (Hemiptera: Anthocoridae) por Dagh y Bahsi

(2009), que indicaron un 100% de mortalidad cuando se aplicaron tépicamente y una
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alta mortalidad (> 76%) después de 48 h en ensayos de tipo residual y sistémico.
Nuestros datos se muestran muy cerca de estos resultados, ya que la linea base de
imidacloprid en O. laevigatus obtuvo una mortalidad del 76% a la dosis de campo. Otra
especie estudiada con imidacloprid fue Orius minutus (Linnaeus) (Hemiptera:
Anthocoridae) (Tang et al., 2007), en la cual se encontré una ClLso de 62,1 mg L%, similar

a la CLso obtenida para la mayoria de las poblaciones silvestres en el presente trabajo.

Los enemigos naturales son la piedra angular de los programas de GIP en cultivos
protegidos (Van Lenteren et al., 2018), donde los usos de insecticidas se han reducido
drasticamente (Sanchez et al., 2000; Calvo et al., 2011). Los neonicotinoides se
consideran muy téxicos para los ACB, y normalmente se evita su uso (Delbeke et al.,
1997). Sin embargo, ocasionalmente deben usarse contra ciertos tipos de plagas, como
las moscas blancas [Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae)], los pulgones
y las plagas secundarias [Nezara viridula (Linnaeus) (Hemiptera: Pentatomidae)], los
mosquitos verdes [Empoasca sp. (Hemiptera: Cicadellidae)], y las cochinillas
[(Phenacoccus solani (Ferris) (Hempitera: Pseudococcidae)] (Van der Blom et al., 2009).
Por lo general, estas aplicaciones de insecticidas conducen a la interrupcion del control
bioldgico. Por lo tanto, los enemigos naturales resistentes seleccionados contribuirian a
la estabilidad y la resistencia de los programas de GIP basados en el control bioldgico.
Nuestros resultados muestran variabilidad en Ila tolerancia a los insecticidas
neonicotinoides en poblaciones de O. lagevigatus. Por lo tanto, esta variacidon podria
explotarse para optimizar la accion beneficiosa de los enemigos naturales (Bielza, 2016;
Lommen et al., 2017). Sobre esta base, se inicié un programa de seleccién en nuestro
laboratorio, con el objetivo de seleccionar poblaciones de O. laevigatus resistentes a

imidacloprid y tiametoxam.

Los niveles de resistencia obtenidos para el tiametoxam y el imidacloprid son
relativamente bajos en comparacién con los que se han observado para especies de
plagas (Fernandez et al., 2009). Sin embargo, el nivel de resistencia seleccionado puede
ser suficiente para lograr una buena supervivencia de los individuos cuando sean
expuestos a la dosis de campo de ambos neonicotinoides. Cuando tanto los ACB como
su plaga son afectados por la exposicién a un insecticida, la diferencia de la

susceptibilidad entre ambos no tiene por qué ser amplia, sino la suficiente como para
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gue el numero de ACB muertos no perjudique el equilibrio entre las poblaciones del
enemigo natural y la plaga (Rodrigues et al., 2013b). Sin embargo, en nuestro caso, la
principal presa de O. laevigatus [el trips Frankliniella occidentalis (Pergande)
(Thysanoptera: Thripidae)] no es el objetivo de los tratamientos con neonicotinoides,
sino otras plagas principales y secundarias. Asi, los neonicotinoides deben aplicarse de
forma que se garantice el control eficaz de las plagas objetivo sin reducir las poblaciones
de O. laevigatus hasta el punto de alterar el control bioldgico de los trips. En este
sentido, una mortalidad alrededor del 40%, como se espera a la dosis maxima de campo
para las poblaciones seleccionadas RIMI38 y RTMX43, podria ser critica cuando se estan
estableciendo las poblaciones de O. laevigatus al principio del ciclo del cultivo, pero
aceptable con poblaciones bien establecidas (Bielza et al., 2009). La mayoria de las
plagas principales y secundarias que serian el objetivo de las aplicaciones de
neonicotinoides suelen aparecer a mediados de la temporada, cuando las poblaciones

de O. laevigatus son altas.

A diferencia de otros insecticidas, los neonicotinoides son activos sistémicamente y
pueden ser mas selectivos con los enemigos naturales al ser aplicados a través del
sistema de riego para su absorcidn y distribucidn por toda la planta, reduciendo la
exposicién a muchos insectos y acaros no objetivo que no se alimentan de las plantas.
De este modo, se supone que son menos perjudiciales para algunos depredadores y
parasitoides que las aplicaciones foliares (Prabhaker et al., 2011). Sin embargo, los ACB
pueden estar expuestos a los neonicotinoides que son aplicados sistémicamente a
través de la cadena alimentaria, al alimentarse de su presa u hospedador. Por otro lado,
otros ACB, como Orius sp., tienen una dieta zoofitéfaga, ya que complementan su dieta,
alimentdndose de las plantas, ingiriendo savia, polen y néctar, o incluso contenidos de
xilema y mesdfilo (Cocuzza et al., 1997), lo que los pone en contacto con insecticidas
sistémicos. Sin embargo, se espera que la exposicidn de Orius sp. a los neonicotinoides
aplicados sistémicamente sea mucho menor que la de las plagas chupadoras, que se
alimentan exclusivamente de la savia de las plantas. Por lo tanto, nuestras poblaciones
de O. laevigatus seleccionadas a los neonicotinoides podrian no verse tan afectadas,

cuando estos insecticidas son aplicados por riego a goteo.
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La seleccién para conseguir la resistencia puede tener efectos negativos en los
componentes de la aptitud (fitness) (Kliot y Ghanim, 2012), aunque no siempre es asi
(Bielza et al., 2014). Esta desventaja, podria afectar al establecimiento y rendimiento de
las poblaciones de ACB resistentes a los insecticidas. Por lo tanto, habra que hacer

estudios adicionales antes de su uso en programas de biocontrol.

La seleccién de ACB para la resistencia a insecticidas se ha publicado en varios estudios
(Pathan et al., 2008; Rodrigues et al., 2013a; Costa et al., 2018). Sin embargo, las
selecciones anteriores, se realizaron partiendo de poblaciones de campo que ya
exhibian cierto grado de resistencia. Hasta donde sabemos, ésta es la primera vez que
han sido seleccionadas poblaciones resistentes de un ACB a partir de distintas
poblaciones silvestres que nunca habian sido expuestas a plaguicidas, explotando la

variabilidad natural presente en estas.

4.5 CONCLUSIONES

Nuestros resultados han establecido que existe una variacion genética en la
susceptibilidad a los insecticidas en poblaciones silvestres y comerciales de O.
laevigatus, y que tal variacién puede utilizarse para seleccionar poblaciones con mayor
resistencia a los insecticidas, incluso a compuestos altamente tdxicos como los
neonicotinoides, imidacloprid y tiametoxam. La resistencia se puede mejorar mediante
la seleccidn artificial en condiciones de laboratorio, comenzando con poblaciones que

muestran poca o ninguna tolerancia.

Nuestras poblaciones resistentes a neonicotinoides podrian mejorar el control
bioldgico, tomando una adopcién mas amplia de éste, al permitir aplicaciones puntuales
de estos compuestos para controlar plagas principales y secundarias. Por ejemplo, en
cultivos de invernadero de hortalizas, imidacloprid o tiametoxam se pueden utilizar para
el control de brotes de pulgones o de plagas secundarias como las cochinillas o los
mosquitos verdes, y estos plaguicidas no interrumpirian a los ACB claves como
Amblyseius swirskii (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae) (tolerantes por naturaleza;

Kim et al., 2018) y O. laevigatus (seleccionados artificialmente).
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5. SELECCION PARA LA RESISTENCIA A PIRETROIDES EN EL
DEPREDADOR Oirius laevigatus

Balanza, V., Mendoza, J.E., Cifuentes, D., Bielza, P., 2021. Selection for resistance to
pyrethroids in the predator Orius laevigatus. Pest Management Science 77(5): 2539-
2546. https://doi.org/10.1002/PS.6288

5.1 INTRODUCCION

Los programas de gestién integrada de plagas (GIP) basados en el control bioldgico se
han implementado con éxito en muchas areas de invernadero para controlar las plagas
de los cultivos de hortalizas (Calvo et al., 2012; Van Lenteren et al., 2020). El control
bioldgico aumentativo generalmente se dirige a plagas clave, como la mosca blanca y
trips, porque sus poblaciones son mds estables y los agentes de control biolégico (ACB)
mantienen su poblacién durante toda la temporada de cultivo. Las plagas principales,
como pulgones, acaros y orugas, generalmente se controlan por medios no quimicos,
incluido el control biolédgico. Sin embargo, como se ha comentado en el capitulo 4, sus
poblaciones a menudo se vuelven incontrolables y los productores deben recurrir al
control quimico, utilizando compuestos sintéticos o naturales (Bielza et al., 2020). Por
ejemplo, varias plagas secundarias de cultivos de hortalizas, como Nezara viridula
(Linnaeus) (Hemiptera: Pentatomidae) y Empoasca sp. (Hemiptera: Cicadellidae),
generalmente se rocian con piretroides, que son muy téxicos para los insectos

beneficiosos (Bielza et al., 2020).

Por otra parte, en los cultivos ecoldgicos existe un numero reducido de insecticidas
disponibles para controlar las plagas y muchos de estos son relativamente ineficaces a
menos que se usen repetidamente como, por ejemplo, los extractos de plantas. El uso
selectivo y repetido de estos insecticidas puede tener un gran impacto en los enemigos
naturales, incluso las piretrinas naturales son marcadamente téxicas para la mayoria de
los ACB (Biondi et al., 2012). Es importante tener en cuenta estos factores para que el
control bioldgico aumentativo tenga éxito, ya que se emplea tanto en cultivos que

utilizan GIP como en cultivos ecolégicos.
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Los piretroides son un grupo de plaguicidas sintéticos desarrollados para controlar las
poblaciones de insectos plaga. Este grupo surgid para sustituir a las piretrinas naturales
obtenidas del crisantemo, que se venian usando desde 1850 (Wilkinson, 1976). El
término «pyrethrum» se refiere al extracto de oleorresina de las flores secas y
pulverizadas pertenecientes a las especies Chrysanthemum cinerariaefolium 'y
Chrysanthemum roseum. Estas flores, a lo largo de los afos se han seleccionado por
diferentes técnicas de hibridacidn y cultivos celulares para la obtencién de distintos
tipos de piretrinas y asi obtener un rendimiento mayor (Taplin y Meinking, 1990). Los
piretroides, poseen la misma estructura que las piretrinas, pero se obtienen por sintesis
quimica modificando su estructura bdsica para incrementar su estabilidad en el
ambiente natural (Todd et al., 2003). Segun su modo de accién (moduladores del canal
del sodio, accién nerviosa), los piretroides y piretrinas se encuentra clasificados en el

grupo 3 de IRAC (2020).

El lambda-cihalotrin es uno de los insecticidas piretroides mas usados contra las plagas
de lepidépteros y coledpteros, actla por contacto y por ingestion y posee un elevado
efecto de choque y una buena persistencia (Ruberson y Tillman, 1999). El inconveniente
gue tiene es que es tdxico para los enemigos naturales, produciéndoles cambios de

comportamiento y efectos subletales (Ferreira et al., 2013).

Los heterdpteros omnivoros son depredadores que se liberan en grandes cantidades en
cultivos en los que se aplican programas de control biolégico aumentativo. El
depredador Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae), como se ha explicado
en capitulos anteriores, es muy eficaz en el control de pequefios insectos, como los trips,
y es un pilar fundamental del gran éxito del control bioldgico en cultivos de hortalizas
bajo invernadero (Sanchez et al., 2000; Mendoza et al., 2020). Sin embargo, O.
laevigatus, como la mayoria de los enemigos naturales, es muy susceptible a las
piretrinas naturales y a los piretroides (Studebaker y Kring, 2003; Angeli et al., 2005).
Estos compuestos se utilizan bastante en cultivos ecoldgicos y GIP para hacer frente a
varias plagas, lo que dificulta el establecimiento y reproduccién de los ACB (Costa et al.,
2018; Ruberson et al., 2019). Por lo tanto, la seleccion de cepas de O. laevigatus

resistentes a piretrinas y piretroides mejoraria la robustez de los protocolos de
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biocontrol, que es un requisito urgente para una adopcion mas amplia del control

bioldgico.

Aunque no es un fendmeno tan extendido como en las especies de plagas, también se
ha observado que existe resistencia a insecticidas en varios ACB, como 4acaros
depredadores, insectos depredadores y parasitoides (Bielza, 2016). Las mariquitas y
crisopas son los insectos depredadores en los que mads se ha estudiado la resistencia
desarrollada a insecticidas en el campo y en el laboratorio (Costa et al., 2018; Ruberson
et al., 2019). Sin embargo, no se han observado casos del desarrollo de resistencia en el
campo en ningun depredador heterdptero a pesar de su amplia liberacidn en cultivos de
hortalizas (Bielza, 2016). Esto es muy interesante porque estos depredadores son
omnivoros, se alimentan también de la planta, y este caracter deberia facilitar el
desarrollo de resistencias. Por otro lado, se cree que, en general, los enemigos naturales
desarrollan resistencia con menos facilidad que las plagas debido a la falta de alimento
(presa) después del tratamiento insecticida, ya que hace que éstos no sobrevivan en el
cultivo (Tabashnik y Johnson, 1999). Sin embargo, algunos depredadores zoofitéfagos,
como los miridos y los antocdridos, son capaces de sobrevivir y reproducirse
alimentandose de material vegetal, como el polen (Mendoza et al., 2020). Por lo tanto,
los depredadores omnivoros deberian ser mas propensos a desarrollar resistencia a los
insecticidas que los depredadores especializados, como las mariquitas y las crisopas,
porque serian capaces de sobrevivir mas tiempo alimentandose de la planta. Una
explicacion que se puede dar a esta carencia de resistencia es que, los depredadores
heterdpteros se producen comercialmente en biofdbricas y se liberan en cultivos
estacionales o temporales, como los cultivos de hortalizas (Bielza, 2016). Por lo tanto,
en cada cultivo se sueltan individuos criados en masa que no han estado expuestos
previamente a insecticidas. La falta de continuidad del cultivo y la liberacion de
individuos no seleccionados pueden diluir la presién de seleccidén lo suficiente como
para evitar la aparicion de la resistencia. Debido a su continua exposicidn a insecticidas,
en algunas especies de mariquitas se han desarrollado poblaciones resistentes, pero en
otras no, lo que sugiere que puede haber un trasfondo genético de la especie, y luego la
variabilidad genética en la susceptibilidad, tiene un papel fundamental (Rodriges et al.,

2013). Por tanto, el trasfondo genético y la falta de variabilidad genética de la especie
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podrian ser una explicacion de la ausencia de resistencia observada en depredadores

heterépteros

El objetivo de este trabajo fue, en primer lugar, explorar la variabilidad intraespecifica
en la susceptibilidad a los piretroides en poblaciones silvestres y comerciales de O.
laevigatus, como se ha hecho en especies de plagas (Gravalos et al.,, 2015; Guillén y
Bielza, 2015), en los capitulos 4 y 6 de esta tesis y otras publicaciones de nuestro grupo
(Balanza et al., 2019, 2021). En segundo lugar, seleccionar una poblacion resistente a
piretroides y estudiar: (1) la resistencia en diferentes etapas de desarrollo, (Il) el patrén
de resistencia cruzada con piretroides y otros compuestos, y (lll) la posible implicacién

de los mecanismos de desintoxicacion.

5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Insectos

Entre 2012 y 2019 se muestrearon 35 poblaciones silvestres de O. laevigatus (ver Tabla
3.1 y Figura 3.2 en materiales y métodos generales). Ademas, se utilizaron como
referencia las cuatro poblaciones comerciales descritas en materiales y métodos
generales (apartado 3.1.2). Las poblaciones se criaron segun se detalla en materiales y
métodos generales (apartado 3.2). Ademds, se reprodujo en el laboratorio una
poblacién procedente de una mezcla de todas las poblaciones silvestres. Esta poblacidn
(Mezcla), se mantuvo durante 10 generaciones antes de realizar los bioensayos y se usé

también como referencia.
5.2.2 Insecticidas

El insecticida piretroide utilizado en este estudio fue una formulacién comercial de
lambda-cihalotrin (Karate®, Syngenta Crop Protection AG). Para bioensayos de
resistencia cruzada, los insecticidas utilizados fueron: imidacloprid (Confidor®, Bayer
CropScience); spinosad (Spintor®, Dow AgroSciences Ibérica); tiametoxam (Actara®,
Syngenta Crop Protection AG); emamectina benzoato (Affirm®, Syngenta Crop
Protection AG); indoxacarb (Steward®, Dupont lIbérica); cipermetrina (Ralbi® 10,
Exclusivas Sarabia S.A.); deltametrina (Audace® EC, FMC Agricultural Solutions);

acrinatrin (Rufast® Avance, FMC Agricultural Solutions); y piretrinas naturales
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(Breaker®Max, Certis Europe Espafia). Las formulaciones de los insecticidas se
disolvieron en agua destilada mas Tween 80 (0,5%) para obtener diferentes
concentraciones de insecticida, tal y como se detalla en materiales y métodos generales

(apartado 3.4.1).
5.2.3 Variacion entre poblaciones

Todas las poblaciones silvestres y comerciales se bioensayaron con lambda-cihalotrin.
Se realizaron bioensayos de toxicidad segln se detalla en el apartado 3.4.1 de materiales
y métodos generales. Las concentraciones de lambda-cihalotrin utilizadas para los
bioensayos variaron de 0,3 a 100 mg L%, dependiendo de la tolerancia al insecticida de

cada una de las poblaciones.
5.2.4 Seleccidn para resistencia

Para seleccionar una poblaciéon resistente a lambda-cihalotrin, se utilizaron todas las
poblaciones silvestres y comerciales. Cada poblacién fue inicialmente seleccionada con
100 mg L de lambda-cihalotrin, que corresponde a una mortalidad de alrededor del
80% segun la linea de base, utilizando el bioensayo descrito anteriormente. Los
bioensayos de seleccion se realizaron tal y como se describen en el apartado 3.4.2 de
materiales y métodos generales. Los supervivientes de cada poblacién se mezclaron
para constituir la poblacién RLCH1, que fue expuesta a concentraciones crecientes de
insecticida hasta llegar a la poblacidn seleccionada RLCH18, después de 18 ciclos de
seleccién. La concentracién mas alta utilizada fue 3000 mg L, y esta poblacién se
selecciond adicionalmente usando 31 ciclos de seleccion mas, para obtener la poblacién

RLCHA49.
5.2.5 Caracterizacion de la resistencia

La poblacién seleccionada RLCH18 se estudié mas a fondo para caracterizar la expresion
de resistencia en los diferentes estadios, la resistencia cruzada y posibles mecanismos
de resistencia. La resistencia a lambda-cihalotrin se evalué del primer (N1) al quinto (N5)
estadio ninfal de la poblacion RLCH18 y se compard con la poblacion de referencia
(Mezcla). Se evalud la resistencia cruzada a otros piretroides: cipermetrina (30-1000 mg
L), deltametrina (10-300 mg L) y acrinatrin (30-1000 mg L™?), piretrinas naturales (30-

10000 mg L™) y otros insecticidas, tales como, imidacloprid (10-300 mg L), tiametoxam
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(1-100 mg L), spinosad (10-3000 mg L), emamectina benzoato (10-300 mg L) e
indoxacarb (30-1000 mg L™). Todos los insecticidas se evaluaron en la poblacion
resistente RLCH18 y la poblacidn Mezcla. Se estudio el efecto del sinergista butdxido de
piperonilo (PBO) utilizando el método de bioensayo descrito en el apartado 3.4.2 de
materiales y métodos generales, pero exponiendo a los adultos a 300 mg L* de PBO, 24

horas antes del tratamiento con insecticida.
5.2.6 Andlisis de datos

Se calcularon las concentraciones letales medias (CLso) y los limites fiduciales al 95% de
confianza (analisis probit), la mortalidad a la dosis de campo (MDC), los factores de
resistencia (FRsp) y las clases de toxicidad (Sterk et al., 1999), tal y como se explica en el

apartado 3.5 de materiales y métodos generales.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Variacion entre poblaciones

Los datos de toxicidad de lambda-cihalotrin en 35 poblaciones silvestres de O. laevigatus
de Espafia, Italia y Grecia y cuatro comerciales se muestran en la Tabla 5.1. Los valores
de Clspvariaron de 1,6 (Policoro) a 77,0 mg L™ (Portonovo), una variacion de 48,1 veces
entre las poblaciones menos y mas tolerantes. El valor CLso para la linea de base fue de
14,6 mg L™, cerca de la dosis maxima de campo de este compuesto (20 mg L™2). La
mortalidad a la dosis de campo (MDC) de todas las poblaciones oscilaron entre el 25,8%
y el 98,3%, lo que se traduce en toxicidad de clase 1 (inofensivo) para dos poblaciones,
clase 2 (levemente dafiino) para 35 poblaciones, y clase 3 (moderadamente dafiino) para
dos poblaciones (Sterk et al., 1999). La MDC fue > 50% en 25 de las 39 poblaciones (64%
del total de las poblaciones), similar a la mortalidad obtenida para la linea de base
(56,5%). Estos resultados confirman que el piretroide lambda-cihalotrin es perjudicial
para O. laevigatus, pero existe una variacion significativa entre las poblaciones, incluso

entre las comerciales (39,9-78,3% en MDC).
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Tabla 5.1. Datos de susceptibilidad a lambda-cihalotrin en poblaciones de Orius laevigatus.

Pendiente ClsomgL? MDC

Origen Poblaciones (£ SE) (95% LF) ® FRso® (%) ¢ Clase ¢
Portonovo 0,9+0,2 77,0 (39,1-374,8) 48,1 25,8 1
Espaia Corrubedo 1,3+0,2 15,1 (9,5-23,5) 9,4 54,4 2
(Noroeste) Moreira 1,1+0,2 5,8 (0,4-14,2) 3,6 72,3 2
Catadoiro 0,7+0,2 5,1(0,6-12,5) 3,2 65,9 2
Perin 1,3+0,3 38,7 (18,1-128,6) 24,2 35,4 2
Cabo de Palos 1,0+£0,2 29,6 (16,0-66,8) 18,5 42,6 2
La Zenia 0,8+0,2 26,3 (12,1-70,8) 16,4 45,6 2
Espaiia Cabo de Gata 2,1+0,5 10,4 (2,1-19,1) 6,5 72,3 2
(Sureste) Cuevas de Almanzora 0,9+0,2 34,5 (15,7-98,5) 21,6 41,1 2
Hellin 1,9+0,4 4,3(1,8-6,4) 2,7 89,9 3
Puerto de la Mora 1,2+0,3 39,1 (18,8-88,3) 24,4 37,1 2
Cazorla 1,1+£0,2 14,8 (7,9-25,5) 9,3 56,0 2
Orgiva 1,6 £0,3 27,6 (10,7-50,5) 17,3 37,9 2
Espafia Islantilla 1,3+0,3 15,1 (6,2-27,2) 9,4 56,4 2
(Suroeste) Carmona 1,5+0,3 7,3 (1,7-18,6) 4,6 74,9 2
Espaia Cabrils 1,8+0,3 11,9 (7,3-17,5) 7,4 62,2 2
(NOF:este) Teruel 1,3+0,3 14,5 (3,2-29,2) 9,1 54,8 2
Logrofio 1,6 £0,4 7,4 (1,1-13,5) 4,6 75,5 2
Espafia Méntrida 1,3+0,3 6,3 (2,3-11,1) 3,9 75,5 2
(CeF:\tro) Alcobendas 1,0£0,3 28,3 (11,3-69,5) 17,7 40,9 2
Ruidera 1,8+0,5 17,4 (5,0-28,9) 10,9 55,6 2
Espafia Guadalupe 3,2+0,7 12,4 (6,5-18,0) 7,8 74,9 2
(Ozste) Arroyo de San Servan 0,9+0,3 25,4 (9,8-62,1) 15,9 42,9 2
Mérida 2,8+0,6 12,9 (7,8-17,8) 8,1 66,7 2
Italia Acate 1,1+£0,2 13,9 (5,0-30,4) 8,7 56,4 2
(Sicilia) Cefalu 1,0£0,2 5,0(1,6-9,4) 3,1 71,6 2
Palermo 1,4+0,2 15,1 (7,7-26,5) 9,4 58,0 2
Napoles 1,3+0,3 53,9 (29,9-122,2) 33,7 29,2 1
Italia Capodichino 0,8+0,2 13,3 (1,22-30,9) 8,3 56,4 2
(Sur) Vesubio 2,1+0,3 33,4 (22,1-47,2) 20,9 30,6 2
Policoro 1,9+0,7 1,6 (0,0-3,1) 1,0 98,3 3
Grecia Samaria 1,5+0,3 14,0 (3,1-49,6) 8,8 59,6 2
(Creta) Rethymno 1,4+0,3 12,4 (5,9-20,8) 7,8 57,6 2
Grecia Atenas 1,3+0,3 12,8 (4,3-22,6) 8,0 60,3 2
Bélgica Westerlo 1,0+£0,2 44,1 (24,2-75,3) 27,6 32,2 2
Bioline 1,2+0,3 9,1 (5,1-16,5) 5,7 66,6 2
Comercial Biobest 1,9+0,4 7,5(3,2-12,7) 4,7 78,3 2
Agrobio 2,1+0,5 20,8 (6,7-36,4) 13,0 46,9 2
Koppert 2,8+0,7 26,6 (11,2-40,3) 16,6 39,9 2
Linea base 1,1+0,0 14,6 (11,9-17,5) 9,1 56,5 2

2 Concentracién de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos los
analisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05), excepto el de referencia debido a la variaciéon entre
poblaciones.

b Factor de resistencia= CLso de cada poblacién/CLso de la poblacidn de referencia susceptible.

¢ Mortalidad a la tasa méxima de campo (20 mg L?).

4 Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto < 30%; clase 2 (ligeramente dafiino): efecto del 30 al
79%; clase 3 (moderadamente dafiino): efecto del 80 al 99%; clase 4 (dafiino): efecto > 99%.
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5.3.2 Seleccion para la resistencia

Después de 18 ciclos de seleccidn, aumentd significativamente la resistencia a lambda-
cihalotrin (CLso= 331,7 mg L), 14 veces en comparacion con la poblacion de referencia,
23 veces en comparacion con la linea base y 207 veces en comparacion con la poblacion
mas susceptible (Tablas 5.1 y 5.2). Después de 31 ciclos de seleccion adicionales,
también se obtuvo una resistencia significativamente mayor (CLso= 1059,9 mg L™), 43
veces en comparacion con la poblacion de referencia, 73 veces en comparacioén con la
linea base y 662 veces en comparacién con la poblacién mas susceptible (Tablas 5.1 y
5.2). Las MDC en las poblaciones resistentes RLCH18 y RLCH49 fueron 1,9% y 0,3%,

respectivamente, ambos casos resultaron ser clase de toxicidad 1 (inofensivo).

Tabla 5.2. Datos de susceptibilidad en adultos y estadios ninfales de la poblacidn susceptible de
referencia (Mezcla) y de las poblaciones seleccionadas RLCH18 y RLCH49 de Orius laevigatus.

Pendiente ClsomgL? MDC

Poblacién Estadio (& SE) (95% LF) * FRso® (%) ¢ Clase ¢
Ninfa 1 1,4+0,3 1,1(0,3-1,9) 1 96,3 3
Ninfa 2 1,2+0,3 3,1(1,2-6,6) 1 83,8 3
Mezcla Ninfa 3 2,1+0,4 3,7 (2,1-5,3) 1 94,5 3
Ninfa 4 1,3+0,3 64,6 (24,6-113,8) 1 24,2 1
Ninfa 5 0,7+0,2 132,6 (50,5-280,7) 1 26,4 1
Adultos 1,5+04 24,5 (8,1-49,3) 1 44,7 2
Ninfa 1 4,2+14 16,2 (8,9-20,3) 14,7 60,4 2
Ninfa 2 0,9+0,2 37,3 (19,5-70,7) 12,0 39,9 2
RLCH18 Ninfa 3 1,2+0,2 113,9 (54,1-199,1) 30,8 18,1 1
Ninfa 4 1,7+0,2 355,3 (217,9-506,1) 5,5 1,6 1
Ninfa 5 1,8+0,5 415,5 (165,0-652,9) 3,1 0,7 1
Adultos 1,7+0,3 331,7 (167,7-528,2) 13,5 1,9 1
RLCH49 Adultos 1,6+0,3 1059,9 (636,4-1549,7) 43,2 0,3 1

@ Concentracién de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos los
analisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05).

b Factor de resistencia= Clso de cada poblacién/CLso de la poblacién de referencia susceptible.
¢Mortalidad a la tasa méxima de campo (20 mg L%).

4 Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto < 30%; clase 2 (ligeramente dafiino): efecto del 30 al
79%; clase 3 (moderadamente dafiino): efecto del 80 al 99%; clase 4 (dafiino): efecto > 99%.

5.3.3 Caracterizacion de la resistencia

Los adultos de la poblacidn de referencia (Mezcla) mostraron susceptibilidad a lambda-
cihalotrin (CLso= 24,5 mg L™!), que fue similar a la de la linea base (14,6 mg L™ 1) (Tabla
5.2) Los estadios ninfales N4 y N5 fueron mas tolerantes que los adultos, con N5
mostrando diferencias significativas. De hecho, las MDC fueron bajas para N4 y N5,
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calificdndolos en la clase 1 (inofensivo), en comparacién con la clase 2 (ligeramente
perjudicial) para los adultos y clase 3 (moderadamente dafina) para los estadios mas

jovenes N1 a N3.

La poblacion RLCH18 seleccionada mostré una mayor resistencia a lambda-cihalotrin
que la poblacién de referencia, en todos los estadios de vida (Tabla 5.2). Los FRso
variaron de 5,5 en N4 a 30,8 en N3. Sin embargo, los estadios mas resistentes segun los
valores de CLso fueron N4 y N5. En efecto, las MDC fueron muy bajas para los ultimos
estadios, con unos valores de 1,6% en N4, 0,7% en N5y 1,9% en adultos, con clases de

toxicidad de 1 (inofensivo) desde N3 hasta adulto y 2 (levemente dafiino) para N1y N2.

Tabla 5.3. Resistencia cruzada con diferentes insecticidas en la poblacién susceptible de referencia
(Mezcla) y la poblacién seleccionada RLCH18 de Orius laevigatus.

Pendiente ClsomgL? MDC

Poblacion Insecticida (£ SE) (95% LF) ® (%) Clase ©
Imidacloprid 1,1+0,2 71,8 (37,5-132,5) 64,7 2
Spinosad 1,4+0,3 76,5 (30,2-132,6) 60,6 2
Tiametoxam 1,7+0,4 1,1(0,5-1,6) 100,0 4
Emamectina 2,5+0,3 2,6 (0,2-5,4) 87,4 3
Mezcla Indoxacarb 2,2+0,4 64,4 (38,6-92,7) 47,3 2
Cipermetrina 1,3+0,3 5,6 (2,1-9,8) 95,3 3
Deltametrina 0,6+0,1 14,6 (5,2-30,9) 48,2 2
Acrinatrin 0,8+0,2 36,2 (12,8-208,0) 56,8 2
Piretrina natural 1,2+0,4 2104,7 (1028,7-8603,1) 3,7 1
Imidacloprid 2,5+0,6 91,5 (31,3-158,1) 70,9 2
Spinosad 1,7+0,3 318,1 (164,2-500,6) 22,3 1
Tiametoxam 1,2+0,2 3,36 (1,11-6,7) 96,6 3
Emamectina 1,3+0,3 24,6 (9,8-43,2) 38,9 2
RLCH18 Indoxacarb 1,2+0,2 122,2 (62,8-203,2) 36,6 2
Cipermetrina 0,8+0,2 350,2 (185,9 -975,4) 31,9 2
Deltametrina 1,0+£0,2 113,1(53,9-455,5) 16,5 1
Acrinatrin 0,7+0,2 48,9 (8,1-102,5) 52,8 2
Piretrina natural - >2000 <3 1

2 Concentracion de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos
los analisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05).

b Mortalidad a la dosis de campo mdxima (imidacloprid:150 mg L; spinosad: 120 mg L'%;
tiametoxam:100 mg L}; emamectina: 15 mg L'}; indoxacarb: 60 mg L; cipermetrina:100 mg L'%;
deltametrina: 12,5 mg L'%; acrinatrin: 60 mg LL; piretrina natural:80 mg L?)

¢ Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto < 30%; clase 2 (ligeramente dafino): efecto del 30 al 79%;
clase 3 (moderadamente dafiino): efecto del 80 al 99%; clase 4 (dafiino): efecto > 99%.
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Se obtuvo resistencia cruzada a los piretroides cipermetrina y deltametrina, pero no a
acrinatrin, en la poblacién resistente RLCH18 (Tabla 5.3). Las piretrinas naturales no
mostraron eficacia contra las poblaciones resistente y de referencia, con valores de CLso
> 2000 mg L, cuando su dosis maxima de campo es 80 mg L. La poblacion resistente
también mostrod resistencia cruzada al spinosad y a emamectina benzoato, insecticidas
con diferentes modos de accidn. Sin embargo, no se encontro resistencia cruzada para

los neonicotinoides e indoxacarb.

La aplicacién de una concentracién de PBO de 300 mg L no resulté en diferencias
significativas en la tolerancia a lambda-cihalotrin entre la poblaciéon de referencia

(Mezcla) y la poblacidn resistente RLCH18 (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Datos de susceptibilidad para lambda-cihalotrin solo y en mezcla con PBO en adultos de la
poblacidn susceptible de referencia (Mezcla) y la poblacion seleccionada RLCH18 de Orius laevigatus.

.. . Pendiente ClsomgL?
Poblacion Tratamiento (£ SE) (95% LF) ®
Lambda-cihalotrin 1,5+0,3 4,4 (1,55-7,76)
Mezcla 4
+PBO (300 mg L?) 1,7+0,4 5,4 (2,54-8,59)
RLCH18 Lambda-cihalotrin 1,4+0,4 264,8 (102,9-513,9)
+PBO (300 mg L) 1,1+0,3 164,1 (70,6-306,5)

2 Concentracidn de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales
al 95%. Todos los anélisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05).

5.4 DISCUSION

En cualquier programa de GIP es siempre deseable que haya una buena compatibilidad
con los plaguicidas, ya sean sintéticos o naturales. Se ha observado resistencia a los
insecticidas en insectos depredadores como los coccinélidos y las crisopas, que son los
mas estudiados, pero no se han visto casos de resistencia en el campo en ninguln
depredador heterdptero (Bielza, 2016). Los depredadores que se encuentran de manera
natural en los cultivos (coccinélidos y crisopas), han estado expuestos histéricamente a
los insecticidas, lo que ha dado lugar a poblaciones resistentes en cultivos al aire libre
con un alto uso de insecticidas, pero no en cultivos ecolégicos o aquellos con poca
dependencia de los insecticidas (Ruberson et al., 2007; Costa et al., 2018). Ademas,
algunas especies de mariquitas, como Eriopis connexa (Hermar) (Coleoptera:
Cocinellidae) y Hippodamia convergens (Guérin-Méneville) (Coleoptera: Cocinellidae)
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se ha visto que desarrollan resistencia mientras que otros igualmente expuestos a los
insecticidas, como Cycloneda sanguinea (Linnaeus) (Coleoptera: Cocinellidae) no lo han
hecho (Rodrigues et al., 2013). Por tanto, la predisposicién genética de la especie juega
un papel clave, permitiendo que la variabilidad genética en la susceptibilidad sea

seleccionada bajo la presidn de los insecticidas.

Encontramos una variacién significativa en la susceptibilidad a los piretroides en
poblaciones silvestres del depredador O. laevigatus. Estas poblaciones se recogieron en
habitats naturales, sin o improbable contacto con insecticidas. Esta variacién (48 veces)
podria dar lugar a una mayor seleccidn si se expusiera a una presién de seleccién como
se confirmd posteriormente con la seleccién artificial. De hecho, varias poblaciones,
incluidas las comerciales, mostraron bajas mortalidades a las dosis de campo. En el
capitulo 4 también se observd una variacion significativa en susceptibilidad a los
neonicotinoides en O. laevigatus, y se logré la seleccidn de la resistencia (Balanza et al.,
2019). En consecuencia, nuestros resultados confirman la existencia de antecedentes
genéticos y variabilidad que permitirian la evolucién de la resistencia en las poblaciones
de O. laevigatus cuando se exponen a insecticidas en los cultivos. Por lo tanto, nuestros
hallazgos apoyan la hipdtesis de que la falta de resistencia en campo en algunos ACB
puede estar basada en la falta de presidon continua de seleccién durante varias
generaciones debido a la liberacidn (una o mas) cada temporada de nuevos individuos
criados en masa y producidos en biofabricas y nunca expuestos a insecticidas (Bielza,
2016). En nuestra opinidon, ésta podria ser la principal razén de la falta de casos de
resistencia a los insecticidas en los ACB que son utilizados aumentativamente, ya que
son liberados cada temporada de cultivo y no se da lugar a una exposicién constante a

los insecticidas.
5.4.1 Variacion entre poblaciones

Los piretroides se utilizan normalmente para controlar importantes plagas en muchos
cultivos, pero su amplio espectro de actividad también implica una alta toxicidad para la
mayoria de los insectos beneficiosos, incluidas las especies de Orius (Studebaker y Kring,
2003; Angeli et al., 2005). Se ha comprobado que lambda-cihalotrin es muy téxico para
Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae) en ensayos de campo, de invernadero
y de laboratorio, con mortalidades siempre >95% (Studebaker y Kring, 2003). Nuestros
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resultados mostraron mortalidades mas bajas para la maxima dosis de campo en todas
las poblaciones silvestres y comerciales de O. laevigatus, con sélo una poblaciéon que
mostraba una mortalidad > 95%, y 14 poblaciones con una mortalidad <50%. Las
diferencias pueden atribuirse a una distinta metodologia del bioensayo porque
Studebaker y Kring (2003) expusieron a los individuos a residuos secos en placas de Petri
de vidrio (una superficie inerte), mientras que nosotros utilizamos residuos secos en
vainas de judias. Del mismo modo, los mismos autores encontraron el indoxacarb muy
téxico para O. laevigatus (Studebaker y Kring, 2003), pero otro estudio clasifico el
indoxacarb como inofensivo cuando se expone en hojas de tomate (Biondi et al., 2012).
Los efectos de los plaguicidas, y en particular los piretroides, son conocidos por ser mas
toéxicos en superficies inertes que en material vegetal porque las enzimas de las plantas
pueden afectar a la toxicidad de los insecticidas y pueden ser adsorbidos en la cuticula
de la planta reduciendo la exposicién (Desneux et al., 2005, 2006). Del mismo modo, el
piretroide ciflutrina mostrd una toxicidad intermedia en O. insidiosus, con mortalidades
del 30-60% cuando se expuso a plantas tratadas y del 28-44% por ingestion (Elzen et al.,
1998; Elzen, 2001). Sin embargo, otros piretroides como la bifentrina fueron muy téxicos
(100% de mortalidad) para O. laevigatus en ensayos de semicampo y de campo a 30 mg
L1, asi como la deltametrina en pruebas de laboratorio a 14 mg L'! (Van de Veire et al.,
2002; Angeli et al., 2005). El piretroide bifentrina fue muy téxico para O. insidiosus, pero
la fenpropatrina mostré una toxicidad menor (Phrabaker et al.,, 2017). En otro estudio,
la bifentrina y la deltametrina dieron lugar a valores CLso similares (0,21-0,25 mg L) en

0. insidiosus (Fernandes et al., 2016).

Sin embargo, todos los estudios citados utilizaron una sola poblacién para para evaluar
la toxicidad de los insecticidas en diferentes especies de Orius, como es habitual en los
estudios que se hacen para la mayoria de los ACB (Bielza et al., 2009), y no tuvieron en
cuenta la variabilidad intraespecifica de la susceptibilidad entre las poblaciones de una
misma especie (Roush et al., 1990; Balanza et al., 2019). Ademas, se ha insinuado que la
consanguinidad y la cria prolongada en laboratorio influyen en los resultados de las
pruebas toxicolégicas debido a la disminucion de la variabilidad genética (De Clercq et
al., 1998). En el capitulo 4, se encontrd una variabilidad genética significativa en la

susceptibilidad a los neonicotinoides en poblaciones silvestres y comerciales de O.

79



5. RESISTENCIA A PIRETROIDES

laevigatus (Balanza et al.,, 2019). Nuestros resultados confirman la importancia de
utilizar varias poblaciones de una especie determinada para evaluar con precision los
efectos secundarios de un plaguicida en un ACB. En este trabajo, diferentes poblaciones
de la misma especie, O. laevigatus, dieron lugar a MDC de lambda-cihalotrin del 26-98%,

lo que implicarian impactos muy diferentes en el campo después del tratamiento.
5.4.2 Seleccion de la resistencia

La resistencia a los insecticidas es un rasgo muy deseable en los enemigos naturales
porque permite una mejor integraciéon del control biolégico con los compuestos
sintéticos y naturales aplicados para manejar ciertas plagas, especialmente los brotes
de plagas secundarias. Hemos seleccionado con éxito una poblacién de O. laevigatus
altamente resistente a los piretroides, que son ampliamente utilizados para controlar
gran variedad de plagas. Adema3s, dicha resistencia se expresd en todos los estadios, lo
qgue aumentaria la resistencia de toda la poblacién presente en el cultivo frente a una
aplicacion de piretroides. El nivel de resistencia alcanzado puede ser suficiente para
permitir la supervivencia de adultos y ninfas de O. laevigatus expuestos a la dosis de
campo de varios piretroides, mostrando incluso resistencia cruzada a otros insecticidas
como el spinosad y la emamectina benzoato. La resistencia a los piretroides es
especialmente interesante en O. laevigatus porque los piretroides se dirigen a plagas

gue no son controladas por este depredador.

La seleccidén para la resistencia a los piretroides se ha llevado a cabo en otros ACB, como
las mariquitas y las crisopas (Pathan et al., 2008; Rodrigues et al., 2013; Costa et al.,
2018). Sin embargo, esas selecciones parten de poblaciones recogidas en cultivos, que
ya mostraban una evolucién de la resistencia en el campo. Como se puede ver en el
capitulo 4, igual que para la resistencia a los neonicotinoides (Balanza et al., 2019),
logramos la resistencia a los piretroides aprovechando las variaciones naturales de
tolerancia presentes en las poblaciones silvestres. La seleccién de la resistencia,
especialmente las realizadas en el laboratorio, puede tener efectos negativos sobre la
aptitud (fitness), afectando al rendimiento en campo de poblaciones de ACB resistentes
a los insecticidas. Ademas, después de la liberacion de los individuos resistentes, la

resistencia puede no ser lo suficientemente estable como para persistir a lo largo de la
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temporada de cultivo. Por lo tanto, es necesario la realizacion de mas estudios antes de

utilizar en el campo individuos resistentes en programas de biocontrol.
5.4.3 Resistencia cruzada

La poblacion RLCH18, seleccionada por su resistencia a lambda-cihalotrin mostré
resistencia cruzada a los piretroides cipermetrina y deltametrina, pero no al acrinatrin.
Este ultimo acaricida-insecticida es también es muy eficaz contra algunas plagas que son
resistentes a otros piretroides, como los trips y los acaros (Bielza et al., 2008). Una
poblacion del depredador E. connexa resistente a lambda-cihalotrin también mostré
resistencia cruzada a otros piretroides (Torres et al., 2015). La poblacion RLCH18,
resistente a lambda-cihalotrin, también mostré resistencia a compuestos de otros
grupos quimicos, como el spinosad y la emamectina benzoato, pero no a los
neonicotinoides ni al indoxacarb. Esta resistencia cruzada entre compuestos con
diferentes modos de accidén sugiere la participacidon de enzimas de desintoxicacién. Sin
embargo, el inhibidor de las monooxigenasas P450 no fue capaz de restaurar la

tolerancia a lambda-cihalotrin en la poblacidn resistente.
5.4.4 Efecto del insecticida en los estadios ninfales

El efecto global de un insecticida sobre una poblacién de ACB dependera del impacto en
los diferentes estadios de desarrollo, que pueden mostrar una susceptibilidad distinta a
los insecticidas (Prabhaker et al.,, 2017). Tanto en nuestras poblaciones de referencia,
como en las poblaciones resistentes, se observa un aumento progresivo de la tolerancia
a lambda-cihalotrin desde el primer al quinto estadio ninfal, con una ligera disminucién
en el adulto. Del mismo modo, el carbamato pirimicarb fue perjudicial para las ninfas
del primer estadio de O. laevigatus, pero inofensivo para las ninfas del cuarto estadio y
sélo ligeramente daiiino o inofensivo para los adultos (Van de Veire et al., 2002; Angeli
et al., 2005). Esta tendencia también se observo en el depredador heterdptero Geocoris
punctipes (Say) (Hemiptera: Geocoridae) los estadios ninfales mas jévenes (N1 y N2)
fueron significativamente mas susceptibles a los insecticidas que los mas viejos (N3 y

N4), y los adultos mostraron una posicion intermedia (Prabhaker et al., 2017).

La expresidn de la resistencia a los insecticidas en funcién de la edad ha sido estudiada

mas extensamente en especies de plagas, siendo los adultos mas resistentes que los
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estadios inmaduros o viceversa (Nauen et al., 2008; Contreras et al., 2010). La expresion
de la resistencia a los insecticidas en funcidén de la edad se ha estudiado en el
heterdptero Triatoma infestans (Klug) (Hemiptera: Reduviidae), con deltametrina se
observé la misma disminucidn progresiva de la toxicidad de los insecticidas vy, al igual
gue en nuestro caso, las ninfas de cuarto y quinto estadio mostraron la mayor tolerancia
al piretroide (Germano y Picollo, 2018). Aunque el aumento de la masa corporal puede
influir, estas diferencias también se han atribuido a la expresién de los mecanismos de
desintoxicacién y a los cambios en la permeabilidad de la cuticula (Jones et al., 2011;

Germano y Picollo, 2018).

En este estudio con O. laevigatus, los estadios N4 y, sobre todo, de N5 mostraron una
mayor tolerancia al piretroide que los mas jévenes y los adultos. El mismo patrén se
encontrd para la abamectina y el spinosad, siendo las ninfas de quinto estadio mas
tolerantes que los segundos estadios y los adultos (Van de Veire et al., 2002). Esta
diferencia en la susceptibilidad debe tenerse en cuenta al considerar la compatibilidad
de los tratamientos insecticidas con los ACB. La mayor supervivencia de las ninfas en
estadio mas avanzado puede conducir a una mejor recuperacién de la poblacion a pesar
de la importante mortalidad de los adultos. Ademas, la liberacién de ninfas de ultimo
estadio después de las pulverizaciones de insecticidas puede acortar el periodo de
seguridad para la reintroduccion de los ACB en el cultivo. Por lo tanto, la composicidn
demografica de las poblaciones de enemigos naturales tendra un papel importante en
el impacto de los tratamientos insecticidas con respecto a la dindmica poblacional y en
las interacciones depredador-presa. Los estudios sobre la compatibilidad de los
plaguicidas y los enemigos naturales requieren un enfoque multiple, teniendo en cuenta
los efectos letales y subletales, pero también la variacién intraespecifica de la
susceptibilidad, asi como la diferencia en la tolerancia entre los distintos estadios de

desarrollo.

5.5 CONCLUSIONES

Se observé una variacidon significativa en la susceptibilidad a los piretroides en
poblaciones silvestres y comerciales del depredador O. laevigatus. Ademas, esta

variacion fue explotada con éxito para aumentar la resistencia a los piretroides mediante
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seleccion artificial. Nuestra poblacion resistente a los piretroides permitira la aplicacion
puntual de piretroides y piretrinas naturales para controlar varias plagas principales y
secundarias, sin perturbar la accion beneficiosa de O. laevigatus, tanto en los cultivos

ecolégicos como en los que se aplica la GIP.

Por lo tanto, esta poblacidn resistente a las piretrinas y a los piretroides mejoraria la

implementacidn de los protocolos de control biolégico dentro la GIP.
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6. MEJORA GENETICA DE LA RESISTENCIA A SPINOSAD EN
Orius laevigatus

Balanza, V., Mendoza, J.E., Cifuentes, D., Bielza, P., 2021. Genetic improvement of
spinosad resistance in the biocontrol agent Orius laevigatus. BioControl. Articulo en

revision.

6.1 INTRODUCCION

La gestidn integrada de plagas (GIP), como se ha dicho en los capitulos anteriores, sigue
requiriendo intervenciones fitosanitarias correctivas. Esto puede provocar efectos
secundarios en los agentes de control biolégico (ACB) ya presentes en el cultivo,
causando desequilibrios en la regulacién de las poblaciones de sus presas. Asi pues, uno
de los principales retos para el establecimiento y la supervivencia de los enemigos
naturales en un cultivo es la compatibilidad con los tratamientos con plaguicidas (Bielza

etal., 2020).

La Unidn Europea exige obligatoriamente la comprobacion de los efectos secundarios
de los plaguicidas para su registro oficial (EPPO, 2003). En consecuencia, se esta
realizando un importante esfuerzo en el estudio de la selectividad de los plaguicidas a
los ACB, que ha tenido un papel clave en la aplicacién de los programas de control
bioldgico. En efecto, "Insecticidas y Organismos Beneficiosos" es uno de los grupos de
trabajo mas antiguos de la Organizacién Internacional para el Control Biolégico e
Integrado - Seccién Regional del Paledrtico Occidental (IOBC-WPRS), cuyo objetivo es
"identificar plaguicidas selectivos para los artropodos beneficiosos y promover su uso,
con el fin de mejorar el control biolégico en la proteccidn de los cultivos y reducir el
impacto de los plaguicidas en los organismos no objetivo" (IOBC- WPRS 2021a). Ademas,
la propia IOBC- WPRS y los principales productores comerciales de ACB mantienen bases
de datos en sus paginas web sobre la selectividad de los productos fitosanitarios sobre
los polinizadores y los enemigos naturales (IOBC- WPRS 2021b; Agrobio, 2021; Biobest,
2021; Koppert, 2021), con el fin de ayudar a los profesionales del control bioldgico en la

eleccidn de los compuestos mas compatibles.
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Un enfoque diferente pero complementario puede ser la seleccion de poblaciones de
ACB resistentes a algunos insecticidas usuales, permitiendo su uso conjunto en
programas de GIP. Por tanto, se permitiria el uso ocasional de insecticidas para
complementar la accidn de los enemigos naturales sin efectos secundarios perjudiciales
para estos, y se podria hacer la rotacién de productos selectivos para evitar la evolucién
de la resistencia. Aunque la resistencia a los plaguicidas no se ha estudiado en los ACB
tan extensamente como en las plagas, si se ha estudiado para muchos acaros
depredadores, insectos depredadores y parasitoides (Bielza, 2016), y por lo tanto se

espera que sea susceptible de mejora genética en la mayoria de los enemigos naturales.

El spinosad se ha convertido en un insecticida clave en los sistemas de cultivo
convencionales y ecoldgicos (Biondi et al., 2012b). Es un insecticida derivado de la
fermentacion aerdbica de la bacteria del suelo Saccharopolyspora spinosa Mertz y Yao,
(Thompson et al., 1997). Este insecticida se utiliza para controlar diferentes plagas como
las orugas, los trips y los minadores de las hojas en vegetales, frutales y plantas
ornamentales (Van de Veire, 2002b; Miles, 2006). Segin su modo de accién, se
encuentra clasificado en el grupo 5 de IRAC (2021), y debido a su comportamiento en
los insectos, presenta pocas posibilidades de tener resistencia cruzada con algunos de

los insecticidas que se utilizan habitualmente (Scott, 2004).

El spinosad se considera de bajo riesgo para la mayoria de los enemigos naturales,
especialmente para los depredadores (Williams et al., 2003). Sin embargo, existen
resultados contrastados en algunos estudios sobre su selectividad hacia las especies de
Orius, entre ellas Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae), que se han
atribuido a variaciones en diferentes aspectos de la metodologia de los bioensayos tales
como, la duracidn de la exposicion, las condiciones ambientales, el estadio ensayado, la
concentracion de los residuos, y el tiempo de evaluacién de la mortalidad (Biondi et al.,
2012b). Por otro lado, otra causa de los diferentes efectos podria ser la variacién de la

susceptibilidad a los insecticidas entre las poblaciones.

Como se ha expuesto en capitulos anteriores, no se puede generalizar sobre el efecto
de un insecticida basandose en la prueba de una o muy pocas poblaciones, ya que el
resultado puede ser inexacto (Roush et al., 1990). Es muy probable la existencia de una
variacion intraespecifica como ocurre en las especies de plagas (Guillén y Bielza, 2015;
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Gravalos et al., 2015), por lo que deberian hacerse estudios mas profundos para
determinar la tolerancia de O. laevigatus hacia spinosad. De hecho, ya se ha observado
una variacion significativa en la susceptibilidad a los neonicotinoides y a los piretroides
en las poblaciones de O. laevigatus de la cuenca mediterranea, en resultados mostrados
en capitulos anteriores de esta tesis y también publicados en revistas cientificas (Balanza

et al., 2019, 2021).

En el presente trabajo, nuestro primer objetivo fue investigar la variacién intraespecifica
en la susceptibilidad a spinosad en varias poblaciones silvestres y comerciales de O.
laevigatus. Nuestro segundo y principal objetivo fue obtener una poblacién resistente a
spinosad mediante un programa de cria selectiva, para cumplir con el uso seguro de
spinosad dentro de los protocolos de biocontrol. Por ultimo, caracterizamos la
resistencia adquirida estudiando la estabilidad, los niveles de resistencia en los
diferentes estadios, la resistencia cruzada de spinosad con otros insecticidas, y la

implicacion de la resistencia metabdlica.

6.2 MATERIALES Y METODOS
6.2.1 Insectos

Las poblaciones silvestres de O. laevigatus que se usaron para la realizacién de los
bioensayos coinciden con las 35 poblaciones del capitulo 2, muestreadas en varios
paises (principalmente Espana, Italia y Grecia) entre 2012 y 2019 (ver Tabla 6.3.1y Figura
3.2 en materiales y métodos generales para mas detalle). Se utilizaron como referencia
las cuatro poblaciones comerciales descritas en materiales y métodos generales
(apartado 3.1.2). Las poblaciones se criaron segun se detalla en el apartado 3.2 de

materiales y métodos generales.
6.2.2 Insecticidas

Se utilizé una formulacién comercial de spinosad (Spintor®, Corteva Agriscience). Para
los bioensayos de resistencia cruzada, los insecticidas utilizados fueron spinetoram
(Delegate®, Corteva Agriscience), sulfoxaflor (Closer®, Corteva Agriscience), acetamiprid
(Mospilan®, Certis Europe), lambda-cihalotrin (KarateZeon®, Syngenta Crop Protection),

tiametoxam (Actara®, Syngenta Crop Protection) e imidacloprid (Confidor®, Bayer
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CropScience). Las formulaciones de los insecticidas se disolvieron en agua destilada mas
Tween 80 (0,5%) para obtener diferentes concentraciones de insecticida, tal y como se

detalla en materiales y métodos generales (apartado 3.4.1.1).
6.2.3 Variacion entre poblaciones

Todas las poblaciones silvestres y comerciales fueron ensayadas con spinosad. Se
realizaron bioensayos de toxicidad residuales con adultos jévenes de O. laevigatus, tal y
como se detalla en el 3.4.1 de materiales y métodos generales. Las concentraciones de
spinosad utilizadas para los bioensayos variaron de 10 a 3000 mg L%, dependiendo de la

tolerancia al insecticida de cada una de las poblaciones.
6.2.4 Seleccion de la resistencia

Para seleccionar una poblacién resistente al spinosad, se utilizaron todas las poblaciones
silvestres y comerciales. Cada poblacidn se selecciond inicialmente con 1000 mg L de
spinosad, lo que corresponde a una mortalidad en torno al 75% segun la linea base,
mediante un bioensayo de seleccién (apartado 3.4.2 de materiales y métodos
generales). Los supervivientes de cada poblacién se mezclaron para constituir la
poblacién inicial RSPI1. Esta poblacion fue expuesta posteriormente a concentraciones
crecientes de insecticida hasta llegar a la poblacién seleccionada RSPI38. La
concentracién mds alta utilizada fue de 4800 mg L'y se completaron 38 ciclos de

seleccion para llegar a la poblacién seleccionada RSPI38.
6.2.5 Caracterizacion de la resistencia

La poblacién seleccionada RSPI38 se estudié mas a fondo para caracterizar la expresion
de la resistencia en los diferentes estadios, la estabilidad de la resistencia, el patrén de
resistencia cruzada vy la participacidon de los mecanismos de resistencia metabdlica. Se
evalud la resistencia a spinosad en todos los estadios ninfales (N1-N5) de la poblaciéon
RSPI38, comparandolos con la poblaciéon comercial de referencia (Agrobio). Se estudid
la estabilidad de la resistencia al spinosad después de criar la poblacién RSPI38

resistente, sin presion de seleccion, durante 10 generaciones.

Se evalud la resistencia cruzada a otro spinosin registrado, el spinetoram, con unas
concentraciones de insecticida comprendidas entre 3-3000 mg L. El spinetoram se

ensayo tanto en la poblacién resistente RSPI38 como en la poblacién de referencia. Los
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spinosines se clasifican como moduladores alostéricos del receptor nicotinico de
acetilcolina (nNAChR)- sitio I, dentro del grupo 5 de la Clasificacion del Modo de Accién
del IRAC (IRAC 2021). Al igual que las spinosinas, los neonicotinoides y las sulfoximinas
actuan sobre los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) en los insectos, pero en
sitios distintos. Sin embargo, los posibles cambios en los nAChRs relacionados con la
resistencia al spinosad en nuestra poblacidn seleccionada podrian implicar la interaccién
con otros compuestos que actlan sobre este receptor (Guillen y Bielza, 2013). Por ello,
se estudié también la resistencia cruzada a cuatro insecticidas de este grupo 4: los
neonicotinoides, acetamiprid (10-300 mg L%), imidacloprid (30-1000 mg L1?) vy
tiametoxam (3-300 mg L?), y la sulfoximina sulfoxaflor (10-300 mg L), ademas del

piretroide lambda-cihalotrin (10-300 mg L).

Para investigar el papel de los mecanismos metabdlicos en la resistencia al spinosad, se
estudid el efecto de los sinergistas PBO (butdxido de piperonilo) (300 mg L), DEF (S,S,S-
tributil fosforotrioato) (300 mg L), y DEM (maleato de dietilo) (1000 mg L) utilizando
el mismo método de bioensayo descrito anteriormente, pero exponiendo a los adultos

24 horas antes del tratamiento con el insecticida, a los sinergistas.
6.2.6 Andlisis de los datos

Se calcularon las concentraciones letales medias (CLso), la mortalidad a la dosis de campo
(MDC), los factores de resistencia (FRso) y las clases de toxicidad (Sterk et al., 1999), tal

y como se explica en el apartado 3.5 de materiales y métodos generales.

6.3 RESULTADOS
6.3.1 Variacion entre poblaciones

La Tabla 6.1 muestra los datos de toxicidad de 35 poblaciones silvestres de O. laevigatus
de Espaia, Italia, Grecia y Bélgica y de 4 poblaciones comerciales, ensayadas con
spinosad. Los valores de CLsp variaron entre 30,1 (Cefald) y 1470,1 mg L (Cuevas de
Almanzora), con una diferencia de 48,8 veces entre las poblaciones menos y mas
tolerantes, existiendo diferencias significativas entre ellas. El valor CLsg para la linea de
base fue de 166,3 mg L, cercano a la dosis maxima de campo de este compuesto (120

mg L!). La MDC fue variable entre las poblaciones, alcanzando un valor maximo del
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Tabla 6.1. Susceptibilidad a spinosad en poblaciones silvestres y comerciales de Orius laevigatus.

Pendiente Clso mg L MDC

Origen Poblaciones (£ SE) (95% LF) @ FRso” (%) ¢ Clase ¢
Portonovo 2,0+0,4 42,7 (25,1-60,8) 1,4 80,5 3
Espaiia Corrubedo 1,2+0,2 116,3 (61,6-191,0) 3,9 45,8 2
(Noroeste) Moreira 1,9+0,3 64,6 (15,9-148,2) 2,1 67,4 2
Catadoiro 1,7+0,2 316,5 (222,6-473,8) 10,5 19,3 1
Perin 1,7+0,3 221,9 (126,4-342,9) 7,4 32,1 2
Cabo de Palos 1,6+0,8 263,9 (160,4-421,0) 8,8 25,0 1
La Zenia 1,3+0,2 268,2 (158,5-460,2) 8,9 31,0 2
Espaia Cabo de Gata 2,2+0,4 808,4 (550,1-1142,7) 26,9 2,7 1
(Sureste) Cuevas de Almanzora 5,6+1,2 1470,1(1076,1-1896,0) 48,8 0,0 1
Hellin 1,4+0,3 80,0 (30,7-138,6) 2,7 55,6 2
Puerto de la Mora 1,5+0,2 91,4 (57,6-134,4) 3,0 52,7 2
Cazorla 1,6+0,3 280,4 (164,7-512,2) 9,3 29,0 1
érgiva 1,1+0,1 683,2 (278,7-1154,6) 22,7 20,0 1
Espafa Islantilla 1,5+0,2 688,1 (468,1-1033,14) 22,9 10,0 1
(Suroeste) Carmona 0,3+0,2 270,7 (116,2-460,2) 9,0 28,2 1
Espafia Cabrils 1,0£0,3 102,6 (39,3-191,4) 3,4 52,5 2
(NOF:este) Teruel 1,6+0,2 83,7 (52,9-121,4) 2,8 59,0 2
Logrofio 0,8+0,2 444,4 (223,4-1679,3) 14,8 29,6 1
Espafia Méntrida 1,3+0,3 207,5 (74,9-415,4) 6,9 34,6 2
( Ce‘:ﬂro) Alcobendas 1,8+0,3 79,5 (40,2-124,3) 26 634 2
Ruidera 1,1+£0,2 228,4 (65,4-449,5) 7,6 34,0 2
Espafia Guadalupe 1,7+0,2 877,7 (615,7-1322,9) 29,2 6,0 1
(OZste) Arroyo de San Servan  2,3+0,3 804,9 (598,7-1098,2) 26,7 2,9 1
Mérida 1,2+0,2 33,0(8,8-62,1) 1,1 75,6 2
italia Acate 0,8+0,2 225,7 (52,2-757,8) 7,5 38,0 2
(Sicilia) Cefalu 1,1+£0,2 30,1 (5,9-61,4) 1,0 75,4 2
Palermo 1,0+£0,2 37,7 (9,7-71,4) 1,3 69,1 2
Napoles 0,9+0,2 992,4 (369,2-1896,6) 33,0 19,2 1
Italia Capodichino 1,5+0,3 378,8 (179,0-625,2) 12,6 18,6 1
(Sur) Vesubio 1,8+0,3 453,9 (226,6-709,2) 15,1 14,1 1
Policoro 1,3+£0,2 62,2 (33,4-95,2) 2,1 61,5 2
Grecia Samaria 1,4+0,3 364,5 (224,6-644,5) 12,1 21,5 1
(Creta) Rethymno 1,7+0,3  848,4(589,4-1269,5) 282 8,0 1
Grecia Atenas 1,6+0,3 158,6 (82,3-252,1) 5,3 39,2 2
Bélgica Westerlo 0,9+0,2 433,4 (1958,3-815,3) 14,4 23,3 1
Bioline 1,2+0,2 90,0 (3,79-161,2) 3,0 55,8 2
Comercial Biobest 1,2+0,2 90,2 (37,7-159,9) 3,0 49,0 2
Agrobio 1,0+£0,2 121,6 (20,2-283,8) 4,0 49,9 2
Koppert 1,1+0,2 180,8 (103,3- 293,5) 6,0 42,6 2
Linea base 0,9+0,0 166,3 (129,7-208,6) 5,5 44,6 2

2@ Concentracion de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos los
analisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05), excepto el de referencia debido a la variacién entre
poblaciones.

b Factor de resistencia= CLso de cada poblacién/CLso de la poblacidn de referencia susceptible.

¢ Mortalidad a la tasa méxima de campo (120 mg L}).

4 Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto < 30%; clase 2 (ligeramente dafino): efecto del 30 al
79%; clase 3 (moderadamente danino): efecto del 80 al 99%; clase 4 (dafino): efecto > 99%.
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80,5%, siendo las clases de toxicidad 1 y 2 (inofensiva y ligeramente daiiina,
respectivamente) para todas las poblaciones, excepto para Portonovo, en la que se
observé una clase 3 (moderadamente dafiina). La MDC en las poblaciones comerciales
oscilé entre el 42,6 y el 55,8% (clase 2). Estos resultados muestran que existe una
variabilidad entre las poblaciones, siendo el spinosad, en general, ligeramente dafiino

para O. laevigatus.
6.3.2 Seleccion para la resistencia

La seleccidn después de 38 ciclos de seleccidon (RSPI38) aumenté significativamente la
resistencia a spinosad (CLso= 2110,0 mg L) 20,3 veces en comparacion con la poblacién
de referencia (Agrobio), 12,7 veces en comparacién con la linea de base y 70 veces en
comparacion con la poblacion mas susceptible (Tablas 6.1 y 6.2). La MDC fue del 13,1%

para la poblacién resistente, resultando una toxicidad inofensiva.

Tabla 6.2. Datos de susceptibilidad al spinosad en adultos y estadios ninfales de la poblacién comercial
y resistente (RSP138).

. . Pendiente Clso mgL? MDC
Poblacion Estadio (£ SE) (95% LgF) a FRso® (%) © Clase ¢
Ninfa 1 1,1+0,3 8,4 (1,4-17,2) 1 90,1 3
Ninfa 2 1,1+0,2 19,3 (4,1-39,1) 1 80,1 3
Ninfa 3 1,7+0,4 165,3 (75,0-266,6) 1 40,6 2
Agrobio Ninfa 4 1,4+0,3 83,9 (40,6-136,7) 1 58,5 2
Ninfa 5 1,9+0,3 75,4 (45,3-110,1) 1 58,3 2
Adultos 2,0+0,4 103,8 (47,9-156,8) 1 54,6 2
Ninfa 1 1,2+0,2 17,4 (6,2-30,9) 2,0 86,0 3
Ninfa 2 1,6+04 55,5 (22,0-92,2) 2,8 71,0 2
Ninfa 3 1,3+0,3 886,4 (483,5-1581,0) 5,3 11,7 1
RSPI38 Ninfa 4 0,8+0,2 891,4 (346,1-2661,3) 10,62 23,2 1
Ninfa 5 - >3000 >40 ~10 1
Adultos 0,8+0,2 2110,0 (562,0-5024,4) 20,3 13,1 1

2 Concentracion de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos los
analisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05).

b Factor de resistencia= CLso de cada poblacién/CLso de la poblacidn de referencia susceptible.

¢ Mortalidad a la tasa méxima de campo (120 mg L}).

4 Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto < 30%; clase 2 (ligeramente dafino): efecto del 30 al
79%; clase 3 (moderadamente dafiino): efecto del 80 al 99%; clase 4 (dafiino): efecto > 99%.
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6.3.3 Caracterizacion de la resistencia

Los adultos de la poblacidon de referencia de Agrobio mostraron susceptibilidad a
spinosad (103,8 mg L), sin diferencias significativas con la linea base (166,3 mg L)
(Tablas 1y 2) y mostrando una toxicidad de clase 2, con una MDC del 54,6%. Los estadios
ninfales mds jévenes (N1 y N2) de Agrobio fueron significativamente mas susceptibles a
spinosad (CLso 8,4 y 19,3 mg L) que los estadios mas maduros (N3 a adulto) (CLso 75,4-
165,3 mg L), clasificdndose N1y N2 en la clase 3 (moderadamente dafiino) y N3, N4 y

N5 en la clase 2 (ligeramente dafiino) (Tabla 6.2).

Tabla 6.3. Datos de susceptibilidad de la poblacién resistente a spinosad (RSPI38) de Orius laevigatus
tras varias generaciones sin aplicar el insecticida.

. . Pendiente Clso mg L MDC
Poblacién  Generacion * (£ SE) (95% LF) ® FRso ¢ (%) ¢ Clase ©
Agrobio - 2,004 103,8 (47,9-156,8) 1 54,6 2
RSPI38 Inicial (0) 0,8+0,2 2110,0 (562,0-5024,4) 20,3 13,1 1
10 1,2+0,2  2312,9(1351,5-6213,9) 22,2 59 1

@ Generaciones sin aplicar el insecticida.

b Concentracidn de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos los
andlisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05).

¢ Factor de resistencia= CLso de cada poblacién/CLso de la poblacion de referencia susceptible.

4 Mortalidad a la tasa maxima de campo (120 mg L)

¢ Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto < 30%; clase 2 (ligeramente dafiino): efecto del 30 al 79%;
clase 3 (moderadamente dafiino): efecto del 80 al 99%; clase 4 (dafiino): efecto > 99%.

La resistencia a spinosad en RSPI38 se observd en todos los estadios ninfales, existiendo
diferencias significativas con respecto a la poblacion de referencia en N3 (CLso= 886,4
mg L), siendo incluso N5 mds resistente que los adultos (> 3000 mg L?). La MDC oscild
entre el 86 (N1) y el 10% (N5) y la toxicidad fue de clase 3 (moderadamente dafiina) para
N1, de clase 2 (ligeramente daiiina) para N2, y para los ultimos estadios ninfales y

adultos se clasificd como clase 1 (inofensivo).

La Tabla 6.3 muestra que después de 10 generaciones sin exposicion al spinosad, la
poblacién seleccionada sigue conservando su resistencia (CLso= 2312,9 mg L), siendo
22,2 veces mas resistente que la poblacién comercial de referencia y conservando una

toxicidad de clase 1, con un 5,9% de MDC.
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Se observé resistencia cruzada con spinetoram (19 veces) en la poblacion RSPI38 (LCso=

1774,8 mg L'! (Tabla 6.4), con un 6,7% de MDC (dosis maxima de campo del spinetoram

= 25 mg L!) y una toxicidad de clase 1 (inofensivo). Sin embargo, no se detectd

resistencia cruzada con lambda-cihalotrin, sulfoxaflor y ninguno de los neonicotinoides

ensayados.

Ninguno de los sinergistas ensayados fue capaz de reducir significativamente la

tolerancia a spinosad en la poblacién resistente RSPI38 (Tabla 6.5).

Tabla 6.4. Resistencia cruzada con diferentes insecticidas en la poblacién comercial (Agrobio) y la
poblacidn seleccionada RSPI138 de Orius laevigatus.

. - Pendiente Clso mgL?
Poblacién Insecticida (£ SE) (95% LgF) a MDC (%) ® Clase ©

Imidacloprid 1,8+0,4 258,4 (102,8-464,7) 33,2 2

Tiametoxam 1,7+0,4 60,7 (17,3-114,9) 64,4 2

Acetamiprid 1,8+0,3 59,5 (42,2-84,4) 65,9 2

Agrobio A-cihalotrin 2,3%0,5 13,0 (7,0-18,5) 67,0 2
Spinetoram 1,4+0,3 93,2 (28,9-162,7) 21,1 1

Sulfoxaflor 1,5+£0,2 50,2 (24,3-91,5) 48,6 2

Imidacloprid 0,9+0,2 80,9 (23,0-161,3) 59,6 2

Tiametoxam 1,3+0,3 128,7 (33,6-240,2) 43,6 2

Acetamiprid 2,1+0,5 20,1 (12,7-31,8) 92,9 3

RSPI38 A-cihalotrin 1,5+0,3 22,6 (6,2-43,9) 46,8 2
Spinetoram 0,8+0,1 1774,8 (554,6-2874,0) 6,7 1

Sulfoxaflor 0,8+0,2 29,2 (7,0-63,4) 57,0 2

@ Concentracién de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos los
andlisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05).
b Mortalidad a la méxima dosis de campo (imidacloprid: 150 mg L; tiametoxam: 100 mg L'}; acetamiprid:
100 mg L; A-cihalotrin: 20 mg L%; spinetoram: 25 mg L; sulfoxaflor: 48 mg L1).
¢ Clases de toxicidad: clase 1 (inofensivo): efecto < 30%; clase 2 (ligeramente dafiino): efecto del 30 al 79%;
clase 3 (moderadamente dafiino): efecto del 80 al 99%; clase 4 (dafiino): efecto > 99%.

Tabla 6.5. Datos de susceptibilidad para spinosad con inhibidores de enzimas de detoxificaciéon
en adultos de la poblacidn seleccionada RSPI38 de Orius laevigatus.

Tratamiento COI'\(Cn?;\::?)CaIOH Pe(n id;:r)\te CLso mg L1 (95% LF) ®
Spinosad - 1,5+0,3 2228,9(1220,1-7106,9)
+PBO 300 1,0+0,2 2211,2 (1454,2-4513,2)
+ DEF 300 0,9+0,2 2388,8 (1175,8-12682)
+ DEM 1000 1,0+£0,2 2186,0 (1174,1-7694,1)

2 Concentracién aplicada del sinergista.
b Concentracidn de insecticida que mata al 50% de los individuos y sus limites fiduciales al 95%. Todos los
analisis se ajustaron al modelo probit (p>0,05).
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6.4 DISCUSION

El conocimiento de la compatibilidad de los plaguicidas con los ACB es esencial para su
integracion en los programas de GIP. Este es el primer estudio exhaustivo que evalula los
efectos directos del spinosad en una amplia gama de poblaciones silvestres vy

comerciales de O. laevigatus.

El spinosad tiene un perfil ecotoxicoldgico favorable, y se destaca el potencial que tiene
para su uso en GIP (Thompson et al., 2000), pero existe cierta controversia en la
literatura respecto al impacto en las especies de Orius. Miles (2006), en un bioensayo
residual en plantas de judias, demostrd que el spinosad es altamente selectivo para los
insectos beneficiosos a la dosis de campo (192 mg L) y es ideal para su uso en
programas de GIP, clasificdndolo como inofensivo (Clase 1) para las ninfas N1 y N2 de O.
laevigatus. Sin embargo, en un ensayo realizado por Van de Veire et al. (2002b)
exponiendo a los adultos a residuos secos sobre placas de vidrio, se obtuvo una
mortalidad del 98 y 96% aplicando dosis de 250 y 100 mg L respectivamente, y se
obtuvo una CLsp de 41,3 mg L. En nuestro caso, algunas de las poblaciones silvestres
ensayadas obtuvieron valores de CLso en torno a este valor. Por el contrario, en el mismo
trabajo (Van de Veire et al., 2002b), se observé una mortalidad muy baja (10 y 34% para
100y 250 mg L%, respectivamente) cuando se expuso la N2 de O. laevigatus en hojas de
pimiento 5 dias después de ser tratadas las plantas en un invernadero. En otro ensayo,
se observé un 100% de mortalidad de N2 después de 4 dias expuestos a 100 mg L de
residuos secos en placas de vidrio, pero exponiendo las N2 a residuos secos en hojas de
pimiento cogidas de un invernadero 5 dias después de ser tratadas las plantas, solo se
observé un 10% (verano) o un 63% (primavera) de mortalidad (Van de Veire y Tirry,
2003). En un estudio similar también con O. laevigatus (Kim et al., 2018), se obtuvo una
mortalidad del 100% tras rociar directamente a los adultos con 50 mg L%, y una
mortalidad del 100, 98, 96, 39, 17 y 0% utilizando hojas de pimiento recogidas 1, 4, 7,
14, 21 y 28 dias después de ser tratadas las plantas en el invernadero. Exponiendo
adultos de O. laevigatus durante 3 dias a residuos secos en hojas de tomate, Biondi et
al. (2012a) obtuvieron una mortalidad en torno al 85% con residuos de 1y 7 dias, pero
sélo del 50% con residuos de 14 dias. Por lo tanto, segun estos autores, el spinosad

puede clasificarse como un insecticida toxico y no selectivo para O. laevigatus.
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Se han notificado resultados variables similares para otras especies de Orius. Herrick y
Cloyd (2017) obtuvieron un 80% de mortalidad de Orius insidiosus (Say) (Hemiptera:
Anthocoridae) tras 96 h de exposicidon en un bioensayo en placa de Petri. Studebaker y
Kring (2003) percibieron una alta mortalidad (90-100%) de adultos en bioensayos en
placas de Petri, pero no fue significativamente diferente a la mortalidad obtenida en el
control en ensayos de campo e invernadero. Jones et al. (2005) también informaron
sobre resultados variables en O. insidiosus dependiendo del método de bioensayo
aplicando 60 mg L, desde el 23% utilizando un método de inmersion de las hojas, el
54% rociando directamente los adultos y colocandolos en hojas limpias, y el 100%
rociando tanto los adultos como las hojas. En cambio, sélo obtuvieron un 35% y un 17%
de mortalidad exponiendo a los adultos a residuos de 1 y 8 dias, respectivamente, en
hojas de pepino en un invernadero. Spinosad fue moderadamente daiiino (alrededor del
50% de mortalidad) para los adultos de Orius armatus (Gross) (Hemiptera:
Anthocoridae) tras la exposicion a residuos secos en papel de filtro (48 mg L?), pero
inocuo cuando se expuso a residuos secos en hojas de plantas de pimiento tratadas
(Broughton et al., 2014). Del mismo modo, la mortalidad de adultos de Orius majusculus
(Reuter) (Hemiptera: Anthocoridae) fue muy elevada (100%) tras una aplicacion tépica
de 96 mg L! de spinosad, pero no fue diferente a la obtenida en el control cuando se
expusieron a residuos secos en discos de hojas de judia 1, 3 o 5 dias después de la

pulverizacion (Dagli y Bahsi, 2009).

Por tanto, se han observado resultados variables en las pruebas de toxicidad para las
especies de Orius y otros enemigos naturales. Estos resultados suelen explicarse por el
uso de diferentes métodos de bioensayo, desde aplicaciones tépicas y directas, hasta
bioensayos residuales utilizando superficies inertes (placas de vidrio o plastico) o
material vegetal (hojas) y ensayos de semicampo o ensayos de campo (Studebaker y
Kring, 2003; Biondi et al., 2012b). Sin embargo, otra fuente de variacién puede ser la

variabilidad intraespecifica de la susceptibilidad dentro de cada especie.

En el presente trabajo, utilizando el mismo método de bioensayo (exponiendo a los
adultos a residuos secos en vainas de judias), encontramos una variacién significativa
(48,8 veces) en la susceptibilidad a spinosad en poblaciones silvestres del depredador

O. laevigatus. Se observé una mortalidad muy variable a la méxima dosis de campo (120
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mg L) entre las poblaciones silvestres, desde el 0% hasta alcanzar un valor maximo del
80,5%, con clases de toxicidad 1y 2 para la mayoria de las poblaciones y sélo clase 3
para una poblacién. En el caso de las poblaciones comerciales, la MDC varié ligeramente

en torno al 50%.

La mayoria de los estudios, si no todos, sobre la compatibilidad de los plaguicidas y los
enemigos naturales sdélo utilizan una Unica poblacién de cada especie, sin tener en
cuenta la variabilidad intraespecifica de la susceptibilidad entre las poblaciones de una
misma especie (Roush et al., 1990; Balanza et al., 2019, 2021). Ademas, se ha visto que
la endogamia y la cria prolongada en laboratorio influyen en los resultados de las
pruebas toxicoldgicas debido a la pérdida de variacion genética (De Clercq et al., 1998).
Otros estudios también han observado una variacion significativa en la susceptibilidad a
los neonicotinoides (Balanza et al., 2019) y a lambda-cihalotrin (Balanza et al., 2021) en

poblaciones silvestres y comerciales de O. laevigatus.

Esta marcada variabilidad dentro de una misma especie en la susceptibilidad a los
insecticidas en O. laevigatus es probable que sea similar en otros ACB. En general, estos
resultados ponen de manifiesto la importancia de utilizar diferentes poblaciones de una

determinada especie para evaluar el rango de susceptibilidad a un plaguicida.
6.4.1 Seleccion para la resistencia

Uno de los principales retos a los que se enfrenta un enemigo natural en un cultivo es la
exposicidén a los tratamientos con insecticidas, ya sean sintéticos o de origen natural,
como el spinosad. No es de extrafiar que la resistencia a los insecticidas haya sido uno
de los primeros rasgos propuestos para ser seleccionados en los ACB (Hoy, 1986) porque
su impacto en la eficacia del biocontrol es facilmente percibido por los agricultores

(Bielza et al., 2020).

Seleccionamos con éxito una poblacién de O. laevigatus altamente resistente a spinosad
y spinetoram, ampliamente utilizados para el control de varias plagas. La seleccién para
la resistencia a spinosad sélo se ha visto en otro ACB, la crisopa Chysoperla carnea
(Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae) (Abbas et al., 2014). Esta especie parece
desarrollar facilmente resistencia a los insecticidas en el campo cuando se expone a la

presion de seleccion (Bielza, 2007). Sin embargo, esa seleccidn se iniciéd a partir de
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poblaciones que ya mostraban una resistencia desarrollada en el campo (Abbas et al.,,
2014). Al igual que se consiguid para la resistencia a neonicotinoides y piretroides
(Balanza et al.,, 2019, 2021), logramos la resistencia a spinosad aprovechando la

variacion natural de tolerancia presente en poblaciones silvestres.

En los cultivos horticolas de invernadero bajo control bioldgico, el spinosad se utiliza
para manejar eventuales brotes de trips cuando falla el control por las especies de Orius,
pero principalmente se usa para controlar orugas de lepidépteros, como Spodoptera
exigua (Hubner), Helicoverpa armigera (Hiibner), Autographa gamma (Linnaeus) y
Chrysodeixis chalcites (Esper) (Lepidoptera: Noctuidae). El uso de feromonas en trampas
de captura y como confusion sexual, se utilizan como método general de gestion de las
poblaciones, pero los tratamientos quimicos son necesarios para controlar algunos
brotes. El clorantraniliprol, que es una diamida, se utiliza principalmente en los
programas de GIP, ya que tiene buena compatibilidad con los enemigos naturales, y en
particular con O. laevigatus (Biondi et al., 2012a). Aunque el spinosad también se utiliza
en los programas de GIP, tiene un efecto moderado pero significativo sobre las
poblaciones de Orius (Biondi et al., 2012a, b). Por lo tanto, los productores suelen optar
por no utilizar spinosad y seguir utilizando la diamida, eludiendo la alternancia de
insecticidas dentro de una estrategia de gestidn de la resistencia. Esto puede llevar a la
evolucion de la resistencia extrema a las diamidas, como se ha detectado en varios
lepidépteros (Roditakis et al., 2008; Guedes et al., 2019; Richardson et al., 2020). De
hecho, uno de los argumentos para la autorizacién de spinosad en los cultivos ecolégicos
europeos fue su uso para minimizar el riesgo de evolucion de la resistencia (Biondi et
al., 2012b). Nuestra poblacidn resistente seleccionada permitira la alternancia de estos

productos sin que afecte al rendimiento del biocontrol de O. laevigatus.
6.4.2 Caracterizacion de la resistencia

La poblacidon RSPI38 mostrd una mayor resistencia a spinosad en todos los estadios,
aumentando la resistencia de toda la poblacién frente a una aplicacion de spinosad. La
mayoria de los estudios de toxicidad sobre la compatibilidad con los enemigos naturales
utilizan a los adultos, ya que suelen ser el estado de vida distribuido comercialmente y
liberado en el biocontrol aumentativo en los cultivos protegidos (Kim et al., 2018). Sin
embargo, el efecto global sobre una determinada especie a nivel demografico y su
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capacidad de recuperacion dependerd de la susceptibilidad de los diferentes estadios
de desarrollo (Biondi et al., 2012b; Balanza et al., 2021). Tanto en la poblacién comercial
como en la resistente, se detectd un aumento progresivo de la tolerancia a spinosad
desde N1 hasta N5, con un descenso en el adulto. El mismo patrén se encontré en las
poblaciones de referencia y resistente a los piretroides de O. laevigatus cuando se probd
con lambda-cihalotrin (Balanza et al., 2021). Del mismo modo, el carbamato pirimicarb
fue mads toxico para las ninfas N1 de O. laevigatus que para N4, con los adultos en una

posicion intermedia (Van de Veire et al., 2002b; Angeli et al., 2005).

Se ha visto que hay diferencia en la tolerancia entre los estadios ninfales y adultos en las
plagas, donde los adultos son el estadio mds resistente en algunas especies (Nauen et
al., 2008) mientras que los estados inmaduros son mas resistentes en otras (Contreras
et al., 2010). En el insecto depredador C. carnea, el spinosad fue mas tdxico para la
primera larva que para la tercera (Mandour, 2009). El aumento de la masa corporal a lo
largo de las etapas de desarrollo puede desempeiiar un papel importante, pero estas
diferencias entre los distintos estadios también se han explicado por la expresion
diferencial de los mecanismos de desintoxicacion y los cambios en la permeabilidad de

la cuticula (Van de Veire et al., 2002b; Jones et al., 2011).

Ademas, la poblacion RSPI38 es capaz de mantener la resistencia al spinosad a lo largo
del tiempo, al menos después de 10 generaciones sin exposicion al insecticida. La
estabilidad del caracter seleccionado es suficiente para cubrir un ciclo completo de
cultivo de hortalizas (4-8 meses), incluso si la poblacion mejorada genéticamente se
libera en el mismo inicio del cultivo. La estabilidad de la resistencia a spinosad también
se ha comprobado que existe en otras especies de insectos, como el trips Frankliniella

occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) (Bielza et al., 2008).

La poblacion RSPI38, seleccionada para la resistencia a spinosad, sélo mostro resistencia
cruzada con spinetoram. Ambos insecticidas son spinosines con el mismo modo de
accion, grupo 5 segun la clasificacion del IRAC (IRAC 2021). Este hallazgo sugeriria que el

mecanismo de resistencia es una alteracién en el punto de accién.

No existen estudios similares en ningin enemigo natural, sin embargo, se observd
resistencia cruzada entre spinosad y spinetoram en plagas como Tuta absoluta (Meyrick)

(Lepidoptera: Gelechiidae) (Campos et al., 2015), Plutella xylostella (Linnaeus)
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(Lepidoptera: Plutellidae) (Lima et al., 2016) y Heliothis virescens (Ochsenheimer)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Roe et al., 2010). En todos estos casos, los insectos mostraron
resistencia cruzada entre spinosines pero no a otros grupos de insecticidas. Ademas,
Musca domestica (Linnaeus) (Diptera: Muscidae) resistente a spinosad no mostré
resistencia cruzada a varios neonicotinoides y piretroides ni a otros grupos quimicos
(Shono et al., 2003). En general, se han observado patrones similares para H. virescens
(Roe et al., 2010), H. armigera (Wang et al., 2009), P. xylostella (Zhao et al., 2002) y S.
exigua (Wang et al., 2006). Asimismo, nuestra poblacidn seleccionada RSPI38 tampoco
mostré resistencia cruzada con insecticidas de otros grupos quimicos como

neonicotinoides, piretrinas y sulfoximinas.

Los sinergistas PBO, DEF y DEM, inhibidores de las enzimas de desintoxicacién
monooxigenasas microsomales, esterasas y glutation S-transferasas (GST), no fueron
capaces de restaurar la susceptibilidad al spinosad en la poblacién resistente, lo que
indica que la desintoxicacién mediada por el metabolismo probablemente no fue
responsable de la resistencia al spinosad, por lo que la resistencia no es metabdlica.
Hasta la fecha no se han realizado estudios con otros enemigos naturales, pero se ha
informado de resultados similares en insectos como P. xylostella (Zhao et al., 2002), M.
domestica (Shono et al., 2003), F. occidentalis (Bielza et al., 2007) y H. virescens (Roe et

al., 2010).

Estos resultados indican que es poco probable que nuestra poblacién de O. laevigatus
seleccionada tenga un mecanismo de desintoxicacion metabdlica. Este resultado, junto
con la resistencia cruzada a spinetoram y la falta de resistencia cruzada con otros

insecticidas, sugiere un mecanismo de resistencia en el punto de accion.

6.5 CONCLUSIONES

En conclusion, nuestros resultados indican una variacién significativa en la tolerancia al
spinosad entre las poblaciones silvestres de O. laevigatus, y esta variabilidad fue

explotada con éxito para obtener una poblacidn que muestra resistencia al spinosad.
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La resistencia conseguida es suficiente para permitir la supervivencia de adultos y ninfas
de O. laevigatus expuestos a aplicaciones de campo de spinosad durante toda la

temporada de cultivo.
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7. RESPUESTA FUNCIONAL DE LA POBLACION RESISTENTE A
SPINOSAD EN Myzus persicae Y Frankliniella occidentalis

7.1 INTRODUCCION

Como se ha comentado a lo largo de este documento, a pesar de la efectividad del
control bioldgico, en muchos cultivos protegidos aun se utilizan una amplia gama de
quimicos. La mayoria de las veces son utilizados sin control y presentan un gran
problema de toxicidad para los artrépodos beneficiosos (Desneux et al., 2007). Como ya
se ha dicho en los capitulos anteriores, una alternativa al uso indiscriminado de
insecticidas es la gestion integrada de plagas (GIP) (Van Lenteren y Woets, 1988). Por
tanto, los insecticidas que se utilizan en GIP suelen ser menos dafiinos para los
organismos beneficiosos, aun asi, algunos pueden ser no selectivos para ciertas especies
(Medina et al., 2008). Es el caso del spinosad, que como ya se ha hablado en el capitulo
6, se observa controversia entre los estudios realizados, sobre si es un insecticida
favorable (Thompson y Hutchins, 1999), o téxico para la fauna auxiliar (Williams et al.,
2003; Biondi et al., 2012). En la agricultura actual, los agentes de control biolégico (ACB)
deben ser capaces no solo de sobrevivir a la fumigacion con insecticidas, sino también
de realizar su actividad beneficiosa (depredadora o parasitismo) bajo la exposicion a

insecticidas (Bielza, 2016).

En el capitulo 6, se mostraba una poblacidn que presentaba resistencia a spinosad, y
resulté ser mas resistente que la poblacion comercial utilizada como referencia.
También consiguié mantener la resistencia a lo largo del tiempo. Este descubrimiento
supone una alternativa en GIP para solventar los problemas de compatibilidad con Orius
laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) que puedan surgir si es necesario utilizar

el spinosad en un determinado momento durante el cultivo.

El objetivo de este estudio fue determinar si la poblacién mejorada, ademas de
presentar la particularidad de ser tolerante a spinosad, sigue conservando, o incluso
puede aumentar su eficacia como agente de control bioldgico. Con esta finalidad, se

realizaron bioensayos de laboratorio para estimar la respuesta funcional de O.
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laevigatus. Segun Holling (1959), la respuesta funcional de un depredador describe el
numero de presas que un individuo consume a medida que aumenta la densidad de
éstas. Esto es importante, ya que el niumero de presas consumidas determina el
desarrollo, supervivencia y reproduccion de los depredadores o parasitoides (Oaten y
Murdoch, 1975) y su potencial de depredacién (Fernandez-Arhex y Corley, 2003). Para
medir la respuesta funcional de la poblacién resistente a spinosad, se utilizaron larvas
de segundo estadio de su principal presa objetivo, Frankliniella occidentalis (Pergande)
(Thysanoptera: Thripidae). Ademas, se compard con una presa alternativa, no preferida
por el Orius, el pulgdn del melocotonero Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae)
(Messelink et al., 2011). En ambos ensayos se utilizd como referencia una poblacién

comercial de O. laevigatus.

7.2 MATERIALES Y METODOS
7.2.1 Cria de insectos

La poblacién de O. laevigatus seleccionada para spinosad, RSPI138, se obtuvo a través de
un elaborado programa de mejora genética (ver capitulo 6). Se utilizé6 como referencia
la poblacién comercial de Agrobio (Almeria, Espafia, ORIcontrol®). Ambas poblaciones
de depredadores se mantuvieron en el laboratorio, tal y como se describe en el apartado

3.2 de materiales y métodos generales.

Myzus persicae se obtuvo de un sistema de cria realizado en la Universidad Politécnica
de Cartagena (UPCT) a partir de diferentes poblaciones de campo recolectadas entre
2014 y 2015 en huertas de produccién de melocotonero (Prunus persica L.) y nectarino
(Prunus persica var. nucipersica L.) (Mezei et al.,, 2020). Para la realizacidon de los
bioensayos, se tomd una muestra mixta y sincronizada de segundo estadio (3-4 dias de

edad) criada en plantas de pimiento dulce Capsicum annuum L. (cv. Herminio).

Frankliniella occidentalis también se obtuvo de un sistema de cria establecido en la UPCT
a partir de poblaciones de campo recolectadas originalmente en invernaderos del
sureste de Espana entre 2009 y 2010 y posteriormente mezcladas, como se explica en
Guillén et al. (2014). Para la realizacién de los bioensayos, se proporcionaron muestras

sincronizadas de segundo estadio (6-7 dias de edad).
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7.2.2 Capacidad de depredacion y respuesta funcional

Se utilizaron ninfas de segundo estadio de M. persicae y larvas de segundo estadio de F.

occidentalis como presa para las poblaciones de O. laevigatus bioensayadas.

Para estudiar la capacidad de depredacion de M. persicae, se colocaron réplicas de 5,
10, 20 y 30 ninfas de segundo estadio en placas de polipropileno (38 mm de diametro)
con una seccion circular de una hoja de pimiento dulce centrada boca abajo en una capa
de agar al 1%. Se utilizdé una tapa ventilada con una malla metdlica fina para cubrir cada
placa. Previamente a la realizacion de los bioensayos, hembras de O. laevigatus jévenes
(emergidas a adulto en las ultimas 24 h) fueron puestas en contacto con la presa durante
24 h en botes de plastico que contenian cascara de trigo sarraceno y un vial lleno de
agua, como fuente de humedad. Después, se dejaron en ayuno durante las 24 h
siguientes. Finalmente, se transfirié una sola hembra de Orius a cada placa. También se
realizé un control para comprobar la supervivencia de las ninfas del pulgén en ausencia

del depredador.

En el caso de F. occidentalis, las larvas de segundo estadio se colocaron en viales de
plastico transparente de 5mL con una seccion rectangular (30 x 5 mm) de hoja de
pimiento dulce en el interior y cubiertos con una tapa cuidadosamente perforada. Para
los trips de 22 estadio se evaluaron densidades de 10, 20, 30 y 50 por vial, asi como un
control negativo. Después de un contacto de 24 h entre las hembras de O. laevigatus
adultas y la presa, se pusieron en ayuno otras 24 h y, posteriormente, se transfirié una

sola hembra de Orius a cada vial.

Para cada una de las especies de presa ensayadas, se realizaron diez réplicas de cada
densidad, con una hembra de O. laevigatus en cada una, a excepcién del control, que
s6lo contenia a la presa. Después de 24 h, se procedio a la lectura de los bioensayos. Los
depredadores fueron retirados del lugar donde se realizd el ensayo y se registrd el
numero de presas muertas. Finalmente, las hembras de Orius fueron congeladas y se

midio el ancho del pronoto en una lupa binocular (Leica EZ4 HD) con micrémetro a 50x.
7.2.3 Andlisis estadistico

El tipo de respuesta funcional se determiné mediante analisis de regresion logistica de

la proporcién de presas consumidas (Nc) en funcidn de la densidad de presas inicial (No)
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utilizando el procedimiento de modelado categoérico (PROC CATMOD) del Sistema de

Analisis Estadistico (SAS Institute 2001) de la siguiente manera (Trexler y Travis, 1993):

Ne exp(Py + P Np)
Ny 1+ exp(P, + P,Ny)

Ecl

donde, Nc¢ es el nUmero de presas consumidas, No es la densidad de presas inicial y Poy
P; son los coeficientes constante y lineal, respectivamente. Para determinar el
significado del término lineal de la Ec. 1 y el tipo de respuesta funcional, se utilizé la
prueba logaritmica de la razén de verosimilitud, para ver si los coeficientes de la
ecuacién diferian significativamente de 0 (Trexler y Travis, 1993). En esta prueba, la
diferencia en las probabilidades logaritmicas es un valor de chi-cuadrado (x?) con 1 grado
de libertad. Para un tipo I, la curva de Nc¢c / No versus Np tiene una forma lineal si el
término lineal de la Ec. 1 no es significativamente diferente de 0, mientras que un valor
negativo significativo indica una respuesta de tipo Il (la proporcién de presas
consumidas disminuye gradualmente a medida que aumenta el numero inicial de presas
ofrecidas) y un valor positivo significativo indica una respuesta funcional de tipo Ill (la
proporcién de presa consumida es positivamente dependiente de la densidad) (Juliano,

2001).

Entonces, la ecuacién de Holling (1959) se ajustard a los resultados utilizando el
procedimiento de regresiéon no lineal de minimos cuadrados (PROC NLIN, SAS Institute
2001) para estimar los valores de los pardmetros del depredador de la siguiente manera:

a N,T

Ne= ————
CT 14 aN,Ty,

donde a es la tasa de ataque instantaneo de un depredador (eficiencia de busqueda), T
es la cantidad total de tiempo disponible para la busqueda (24 h en este experimento) y
Th es el tiempo de manipulacién por presa capturada (proporcién del tiempo de
exposicidn que un depredador gasta en identificar, perseguir, matar, consumir y digerir
presas). Posteriormente, los valores de Tj se utilizaron para calcular la tasa maxima de
ataque como T / Th (Hassel, 1978), que representa el nimero maximo de presas que

podria consumir O. laevigatus durante 24 h. La tasa maxima de ataque mejora la

112



7. RESPUESTA FUNCIONAL DE LA POBLACION RESISTENTE A SPINOSAD

posibilidad de obtener relaciones dptimas entre depredadores y plagas, por lo que

puede ser Util para acelerar la aplicacion de sueltas inoculativas (Wang et al., 2019).

Se verificd la normalidad de todos los recuentos y proporciones mediante el test de
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianza (homocedasticidad) mediante el test de
Levene. Para el analisis de varianza (ANOVA) y el test de regresién, transformamos los
recuentos a sus valores de raiz cuadrada y las proporciones a sus valores de arcoseno si
no se cumplian los supuestos de normalidad y homogeneidad. Cuando hubo diferencias
significativas, la comparacién entre las medias se realizé6 mediante el test HDS de Tukey
a P <0,05. Las hembras muertas fueron excluidas de los ensayos. Las diferencias entre
poblaciones en el ancho del pronoto se determinaron mediante un test t de Student de
dos caras. Se utiliz6 una prueba de rangos con signos de Wilcoxon para buscar
diferencias en las tasas de depredacidn entre RSPI38 y Agrobio en M. persicae. Se calculd
la tasa de depredacion de las larvas de F. occidentalis mediante un ANOVA multifactorial,
usando como factores la poblacién y la densidad. Cuando las diferencias fueron
significativas, se aplicé el test HDS de Tukey a P <0,05. Finalmente, se utilizé una prueba

de rangos con signos de Wilcoxon para comparar el nimero de muertos de los controles.

7.3 RESULTADOS
7.3.1 Capacidad de depredacion y respuesta funcional

Hubo diferencias significativas entre las poblaciones estudiadas para el tamafio corporal
(ancho del pronoto) de las hembras de O. laevigatus (tisa= 2,771; P < 0,001) obteniendo
unos valores de 0,800 (+ 0,008) mm para la poblacion RSPI38 y 0,780 (+ 0,011) mm para

la poblacién comercial de Agrobio (Tabla 7.1).

Al evaluar estadisticamente la tasa de depredacién de M. persicae (Tabla 7.2), sin tener
en cuenta la densidad de presa, no se observaron diferencias significativas entre las dos
poblaciones, obteniendo unos valores de 67,55 + 8,75% para la poblacién RSPI38 y de
66,13 + 8,31% para Agrobio (prueba de rangos con signo de Wilcoxon: W= 837,0; P=
0,724).
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Tabla 7.1. Tamaiio medio de las poblaciones de Orius laevigatus ensayadas.

Poblaciéon Tamaiio £ SE (mm)

Agrobio 0,780 +£0,011A

RSPI38 0,800 £ 0,008 B

Para cada poblacién se observan los valores, seguidos de letras mayusculas en la misma columna que
muestran si son significativamente diferentes (prueba de Tukey, P <0.05).

Para larvas de F. occidentalis, al hacer el ANOVA multifactorial teniendo en cuenta la
densidad y la poblacidn, si se obtuvieron diferencias significativas entre RSPI38 y Agrobio
en la tasa de depredacion (F1, 77= 10,50; P< 0,05) (Tabla 7.2), observando unos valores
de depredacién de 87,03 + 4,54% para RSPI38 y de 78,45 £ 6,06 % para Agrobio, por lo
gue se puede decir que la poblacién RSPI38 depredd un 11% mas las larvas de F.
occidentalis que Agrobio. También se obtuvieron diferencias significativas en cuanto a
la densidad de presa que se ofrecié (F 3,77=23,78; P <0,001), por lo que se observd que
la respuesta funcional es denso dependiente, ya que la tasa de depredacién tiene una
relacion directa con la densidad de presa. De esta manera, se observaron también
diferencias significativas entre la interaccién (poblacién x densidad) (F377= 3,92; P <
0,05), sobre todo a densidades altas de presa, depredando un 36% mas las hembras de

RSPI38 cuando se les ofrecid 50 trips a cada una.

Tabla 7.2. Diferentes presas y densidades de presa consumidas por hembras adultas de Orius laevigatus.

Densidad de Numero de presas consumidas (Media + SE)
Presa presa Agrobio RSPI38
5 4,30 0,26 Aa 4,60 0,27 Aa
Myzus 10 8,10 £ 0,57 Ab 8,30+ 0,50 Ab
persicae 20 11,30+ 1,61 Abc 10,70+ 1,33 Ab
30 12,78 £ 1,66 Ac 12,60 + 1,86 Ab
50 estadio 10 9,70+ 0,15 Aa 9,13+0,52 Aa
o 20 16,30 + 0,70 Ab 19,33 + 0,44 Bb
Frankliniella
occidentalis 30 24,60+ 1,41 Ac 26,90+ 0,87 Ac
50 26,70 + 1,44 Ac 36,30+ 1,86 Bd

Para cada presa se observan los valores, seguidos de diferentes letras minusculas en la misma columnay
letras mayusculas en la misma fila que muestran si son significativamente diferentes (prueba de Tukey,

P <0.05).
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El coeficiente lineal (P1) de la regresion logistica de las hembras de O. laevigatus sobre
M. persicae, y larvas de F. occidentalis fue negativo para ambas poblaciones analizadas,
Agrobio y RSPI38, lo que indica una respuesta funcional tipo Il (Tabla 7.3). Se
caracterizan por una curva hiperbdlica: comienza con densidades de presa bajas en la
abscisa. La tasa de depredacién de O. laevigatus primero aumenta casi linealmente, a la
vez que aumenta la densidad de presas hasta que se ralentiza gradualmente y alcanza
un limite superior, una meseta (Figura 7.1). La pendiente y el valor de la asintota fueron
mas altos para la poblacidon RSPI38 que para Agrobio, cuando se alimenté de larvas de
F. occidentalis y no se observaron diferencias significativas cuando se ofrecieron a los

pulgones como presa.

Tabla 7.3. Estimaciones de maxima verosimilitud de regresiones logisticas de la proporcidn de presas
diferentes, atacadas por Orius laevigatus en funcidn de la densidad de presa.

Poblacién Presa Parametros*  Estimacion * SE ) P-value
Myzus persicae PO 1,939 £0,250 59,03 <0,0001
, P1 -0,075 £ 0,010 52,41 <0,0001
Agrobio o .
22 estadio PO 3,115+ 0,236 174,78 <0,0001
F. occidentalis P1 -0,059 + 0,005 114,15 <0,0001
Myzus persicae PO 2,195+ 0,265 68,50 <0,0001
P1 -0,088 + 0,011 65,80 <0,0001
RSPI38 o .
20 e.stadlo . PO 3,869 + 0,329 137,62 <0,0001
F. occidentalis P1 -0,058 + 0,007 60,16 <0,0001

*Poy P1 son los coeficientes constante y lineal, respectivamente; ** valor de chi-cuadrado con 1 df.

Los coeficientes de tasa de ataque (o) y tiempo de manipulacion (Tx) fueron los parametros
utilizados para determinar el alcance de la respuesta funcional de O. laevigatus (Fathipour et al.,
2017). En cuanto a la tasa de ataque, no se observaron diferencias significativas entre las
poblaciones, en ninguna de las 2 presas (Tabla 7.4). Solo se observaron diferencias significativas
en el tiempo de manipulacién. RSPI38 mostrd un tiempo de manipulacién mas corto en larvas
de F. occidentalis (0,251 + 0,048 h), un 50% menos que Agrobio (0,512 + 0,068 h). Sin embargo,
en el caso de M. persicae, el tiempo de manipulacidn fue similar y no se encontraron diferencias
significativas entre poblaciones. Ademas, la tasa de depredaciéon maxima tedrica (T/Th) para

RSPI38 (95,61) fue mas del doble que la de Agrobio para las larvas de F. occidentalis (46,88).
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Figura 7.1. Respuesta funcional de Agrobio (izquierda) y RSPI38 (derecha) de hembras de Orius
laevigatus a diferentes densidades de presa. Los puntos de datos y las lineas sdlidas ajustadas
representan el nUmero de presas muertas y las predicciones del modelo de Holling (1959),
respectivamente.

Las mortalidades de las presas fueron muy bajas en los controles realizados en los viales.
Para ser mas precisos, el nimero de insectos muertos que se observaron en los viales
estuvo en el rango de un 3,1-4,9 % para los ensayos realizados con ambas presas, sin

diferencias significativas (prueba de rangos con signo de Wilcoxon: W= 190,0; P=0,696).
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Tabla 7.4. Parametros de la respuesta funcional (RF) de Orius laevigatus.

Poblacién Presa RFTipo a+SE(95%IC) ThtSE(95%cC) T/T, R*  df
. 0,050 + 0,007 1,132 £0,147
’ Myzus persicae Il (0,035 - 0,064) (0,834 - 1,429) 21,20 0,75 39
Agrobio
22 estadio 0,057 + 0,007 0,512 + 0,068
F. occidentalis . (0,042 -0,072) (0,374 - 0,649) 46,88 0,77 39
. 0,056 + 0,016 1,289 £ 0,269
Myzus persicae Il (0,023 - 0,089) (0,745 - 1,834) 18,61 0,42 39
RSPI38
22 estadio 0,050 £ 0,005 0,251 + 0,048
F. occidentalis d (0,040 - 0,059) (0,152 - 0,349) 95,61 089 36

IC: intervalos de confianza; a: tasa de ataque (h); Ta: tiempo de manipulacién (h); 7/Ts: tasa méxima
tedrica de depredacidn; R? son los coeficientes de determinacién obtenidos de R? =1 - (suma de cuadrados
residuales / suma total de cuadrados); y df son los grados de libertad del analisis de la varianza (ANOVA)
para el procedimiento de regresion no lineal (PROC NLIN, SAS Institute 2001) para estimar los valores de
los parametros.

7.4 DISCUSION

Para cuantificar la capacidad de un depredador a la hora de combatir las diferentes
plagas agricolas, se ha utilizado durante afios, el modelo de la respuesta funcional de
Holling (Ganjisaffar y Perring, 2015; Yazdani y Keller, 2016). El tiempo de manipulacion
(Th) y la tasa de ataque (o) se consideran pardmetros clave, que explican las oscilaciones
en las interacciones de depredadores y presas (Wang et al., 2019). La respuesta
funcional es uno de los métodos mas importantes para evaluar la eficiencia de un
depredador contra una presa (Wiedenmann y Smith, 1997) y ver el efecto sobre la
poblacién de la presa (Begon et al, 1986). Nuestros resultados muestran que la
poblacién RSPI38, que ha sido seleccionada para ser resistente a spinosad, no sélo es
tolerante a este insecticida, sino que mejord el rendimiento de depredacién de su presa

natural, el trips.

El coeficiente lineal (P1) de la regresion logistica de hembras de O. laevigatus a 26 °C
indicd una respuesta funcional tipo Il, por lo que fue negativo independientemente de
la presa y poblacion analizada. Con el aumento de la densidad de presas, el consumo
total de presas de ambas poblaciones de O. laevigatus analizadas aumenté hasta que se
alcanzd una meseta, saturandose la curva a densidades de presa mas altas en RSPI38
gue Agrobio, aunque sdélo se observaron diferencias significativas cuando se ofrecié

como presa larvas de F. occidentalis. Esta respuesta funcional se ha dado también en
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otros trabajos realizados con O. laevigatus (Montserrat et al., 2004; Hassanpour et al.,
2020) pero también para otras especies de Orius, como Orius insidiosus Say (Hemiptera:
Anthocoridae) en Aphis glycines (Matsumurra) (Hemiptera: Aphididae) (Rutledge vy
O'Neil, 2005), Orius albidipennis (Reuter) (Hemiptera: Anthocoridae) sobre Thrips tabaci
(Lind) (Thysanoptera: Thripidae) (Madadi et al., 2007) y Aphis fabae (Scopoli)
(Hemiptera: Aphididae) (Rashedi et al., 2020), O. insidiosus en A. gossypii (Veiga et al.,
2014), Orius tristicolor (White) (Hemiptera: Anthocoridae) en Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) (Queiroz et al., 2015), Orius strigicolis (Poppius) (Hemiptera:
Anthocoridae) en Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) y Trialeurodes

vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Rehman et al., 2020).

Aunque O. laevigatus se considera un depredador generalista, nuestro estudio refleja
qgue la poblacion RSPI38 prefiere a F. occidentalis sobre M. persicae. Existen estudios
previos en los que se observa la preferencia de O. laevigatus sobre F. occidentalis (Arné
et al., 2008; Bonte y De Clercq, 2010) y también se percibe en otras especies de Orius,
como O. insidiosus (Isenhour y Yeargan, 1981; Tommasini y Nicoli, 1993), Orius sauteri
(Poppius) (Hemiptera: Anthocoridae) (Kohno y Kashio, 1998), Orius thripoborus (Hesse)
(Hemiptera: Anthocoridae) y Orius naivashae (Poppius) (Hemiptera: Anthocoridae)
(Bonte et al., 2015). Se pudo observar que la capacidad de depredacion de las
poblaciones estudiadas varié cuando se les ofrecieron las 2 especies de presas, siendo
el segundo estadio de F. occidentalis el mas consumido por RSPI38, que ademds de ser
resistente a spinosad, como se demuestra en el capitulo 6, resulté presentar una éptima
depredacion de las larvas de trips. Esta caracteristica se manifiesta en los resultados por
un mayor numero de presas consumidas y tiempo de manipulacién mas corto (Th), lo
gue da lugar a tasas de depredacidn mas altas. Que RSPI38 sea tan buena depredando
larvas de trips, se puede deber al tamafio de la poblacién, ya que la poblacién muestra
un tamafio mayor que Agrobio (Tabla 7.1), con diferencias significativas entre ambas. Es
posible que en el proceso de seleccidn con spinosad, los individuos mas resistentes
fueran los mas grandes y se seleccionaran los 2 caracteres a la vez, como se ha expuesto
en otros trabajos (Cordeiro et al, 2017, Margus et al., 2019). Nuestro grupo de
investigacion ha publicado recientemente un trabajo sobre una poblacion de O.

laevigatus seleccionada para gran tamafio (BIG 30) (tamafio medio=0,825 + 0,008 mm)
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(Mendoza et al., 2020b), de la que se estudié posteriormente la respuesta funcional
(datos no publicados). Los datos obtenidos, se pueden comparar con los de nuestra
poblacién resistente en cuanto a la relaciéon tamaiio-depredacion. En RSPI38, cuando se
alimentaron de larvas de segundo estadio, se obtuvo un valor de Th= 0,251 (+ 0,048) h
y una T/Th= 95,61, muy similar a BIG30 (Th= 0,269 + 0,027; T/Ts= 89,22), Th en ambas
poblaciones fue la mitad que en el control y T/Th, resulté ser mas del doble. Con el
trabajo anterior, se puede justificar que, a mayor tamafio de los individuos, existe una
mayor tasa de depredacion, por lo que nuestra poblacién al ser de un tamafio mayor
gue Agrobio, es capaz de depredar un 11% mas a las larvas de F. occidentalis y un 36%

mas las densidades de presa altas.

En los resultados del capitulo 6 de esta tesis, se observd claramente la capacidad de
resistencia de la poblaciéon RSPI38. Ademas, en un trabajo publicado en un congreso
(Balanza et al., 2019), también se demostré que, bajo condiciones de estrés, aplicando
la dosis de campo de spinosad (120 mg L) a hembras gravidas, se obtuvo una mayor
fecundidad y longevidad en las hembras de la poblacidn resistente con respecto a las de
Agrobio. Con los resultados anteriores y los expuestos en este capitulo, en el que se
demuestra que es mejor que una poblacidn comercial depredando a F. occidentalis,
hemos conseguido reunir en una misma poblacién, diferentes caracteristicas. Este
descubrimiento es importante porque como se ha dicho a lo largo de esta tesis, en los
cultivos siempre hay que hacer aplicaciones puntuales de insecticidas debido a la
aparicion de plagas secundarias (Salvador, 2015), asi pues, teniendo una poblacién
resistente y muy voraz al mismo tiempo, ésta no desaparecera tras la aplicacién y no

tendra problemas en seguir depredando a la plaga principal.

7.5 CONCLUSIONES

La poblacion seleccionada a spinosad, es resistente a este insecticida, no pierde
capacidad de depredacion y muestra una respuesta funcional hacia las larvas de trips

mejor que el control.
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X/
L X4

En los resultados obtenidos se muestra que existe una variabilidad genética en
la susceptibilidad a todos los insecticidas ensayados (imidacloprid, tiametoxam,
lambda-cihalotrin y spinosad), en poblaciones silvestres y comerciales de Orius

laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae).

Se observd que las poblaciones de O. laevigatus presentaron mas susceptibilidad
a tiametoxam que a imidacloprid, aunque ambos insecticidas sean del grupo de

los neonicotinoides.

Se consiguieron seleccionar poblaciones de O. laevigatus resistentes a los
neonicotinoides a partir de poblaciones silvestres nunca expuestas a insecticidas.
Estas poblaciones resistentes podrian aportar una adopcion mas amplia del
control biolégico dentro de la gestion integrada de plagas (GIP), permitiendo
aplicaciones puntuales de estos compuestos sin que se viera afectado el enemigo

natural.

Se selecciond una poblacidn resistente a piretroides y piretrinas naturales
(RLCH18). Esta poblacion podria usarse en cultivos ecolégicos y en GIP, si es
necesaria la aplicaciéon puntual de estos compuestos para el control de plagas
principales y secundarias, y asi mejorar la implementacidn de los protocolos de

control bioldgico.

La poblacidn RLCH18, seleccionada por su resistencia a lambda-cihalotrin mostré
resistencia cruzada a los piretroides cipermetrina y deltametrina, pero no al
acrinatrin. También mostro resistencia a compuestos de otros grupos quimicos,
como el spinosad y la emamectina benzoato, pero no a los neonicotinoides ni al
indoxacarb. Esta resistencia cruzada entre compuestos con diferentes modos de

accidén sugiere la participacion de enzimas de desintoxicacion.

Al igual que se consiguid para la resistencia a neonicotinoides y piretroides,
logramos una poblacién resistente a spinosad (RSPI38) aprovechando la

variacién natural de tolerancia presente en las poblaciones silvestres.
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+» Ademas, la poblacion RSPI38 es capaz de mantener la resistencia a lo largo del
tiempo, al menos después de 10 generaciones sin exposicion al insecticida. La
estabilidad del rasgo seleccionado es suficiente para cubrir un ciclo completo de
cultivo de hortalizas (4-8 meses), incluso si la poblacién mejorada genéticamente
se libera al inicio del cultivo.

X/

** En las poblaciones RLCH18 y RSPI38, una mayor supervivencia de las ninfas
expuestas a los insecticidas puede conducir a una mejor recuperacién de la
poblacion a pesar de que exista una mortalidad en los adultos. Ademas, la
liberacion de ninfas del ultimo estadio después de las pulverizaciones de
insecticidas puede acortar el periodo de seguridad para la reintroduccién en el
cultivo. Esto es importante porque el efecto global sobre una determinada
especie a nivel demografico y su capacidad de recuperacién depende de la

susceptibilidad al insecticida en sus diferentes estadios de desarrollo.

%+ La poblacidn seleccionada para la resistencia a spinosad, s6lo mostro resistencia
cruzada con spinetoram. Ambos insecticidas son spinosines con el mismo modo
de accion. Este hallazgo sugeriria que el mecanismo de resistencia se da el punto
de accidn. Esto coincide con que los sinergistas no fueron capaces de reducir la

resistencia en la poblacidon RSPI38.

X/

% La poblacién RSPI38 muestra una respuesta funcional hacia las larvas de trips
mejor que el control, por lo que no solo es resistente a spinosad, sino que

depreda muy bien a su presa principal.
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