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RESUMEN

Tuta absoluta (Meyrick) es una plaga originaria de Sudamérica. Desde mediados del siglo XX
hasta la actualidad, se ha ido expandiendo rapidamente hacia las principales areas del cultivo
de tomate en todo el mundo, convirtiéndose en una de las principales plagas de este cultivo. T.
absoluta causa graves daios en el tomate, llegando incluso a provocar la pérdida total de las
plantaciones.

El uso de fitosanitarios es uno de los principales métodos de control de T. absoluta. Sin
embargo, en los ultimos afos han aparecido casos de resistencia en T. absoluta a muchos
insecticidas, debido a su uso excesivo e incorrecto. Este escenario da lugar a la necesidad de
conocer el estado actual de la resistencia en T. absoluta a los insecticidas empleados para su
control, asi como conocer los mecanismos implicados en esta resistencia y las posibles
resistencias cruzadas. Con toda esta informaciéon se podran desarrollar estrategias anti-
resistencia que nos permitan un control mas eficaz y sostenible en campo de T. absoluta.

En este trabajo se ha estudiado la evolucidn de la resistencia de diferentes poblaciones de
campo europeas de T. absoluta a los insecticidas diamidas clorantraniliprol, flubendiamida y
ciantraniliprol, y a spinosad e indoxacarb. Los resultados de este trabajo mostraron una alta
susceptibilidad de las poblaciones a los insecticidas clorantraniliprol, ciantraniliprol,
flubendiamida, spinosad e indoxacarb. Por otro lado, han aparecido en los ultimos afios
poblaciones europeas con una ligera a moderada resistencia a clorantraniliprol, ciantraniliprol
y flubendiamida. Este hecho refleja que se ha realizado un uso excesivo de estos insecticidas
en algunas zonas, lo cual puede desencadenar en un problema de resistencia a insecticidas en
un futuro. Esto se debe tener en cuenta para desarrollar una estrategia de control en las zonas
con riesgo de resistencia a estos insecticidas.

También se ha estudiado cdmo afecta el estado de desarrollo larvario, en larvas en estadio 2
(L2) o 4 (L4), en la susceptibilidad de poblaciones de T. absoluta, a los insecticidas estudiados
en este trabajo. Se ha podido comprobar que no hay ningin efecto significativo en la
susceptibilidad de T. absoluta cuando se bioensayaron las poblaciones en estadio L2 o L4, para
clorantraniliprol, ciantraniliprol, spinosad e indoxacarb. Sin embargo, si se ha detectado cierta
influencia en la susceptibilidad a flubendiamida, siendo las poblaciones menos susceptibles a
este insecticida en estadio L4. Este hallazgo puede resultar interesante para futuras
aplicaciones de este insecticida en campo.

Con respecto a las resistencias cruzadas, en este trabajo se ha visto que existe una fuerte
resistencia cruzada entre las diamidas (clorantraniliprol, ciantraniliprol y flubendiamida),
coincidiendo estos resultados con otros ya publicados. Por otro lado, no se ha detectado
ninguna resistencia cruzada entre clorantraniliprol y los insecticidas spinosad, indoxacarb y
emamectina benzoato, ni entre ciantraniliprol y spinosad, indoxacarb y emamectina benzoato.
Ademas, en el estudio de los mecanismos implicados en la resistencia a clorantraniliprol y
ciantraniliprol en T. absoluta, los resultados muestran que, aunque las enzimas P450
monooxigenasas parecen estar involucradas en la resistencia a clorantraniliprol en T. absoluta,
la resistencia en T. absoluta a los insecticidas diamidas (clorantraniliprol, ciantraniliprol y



flubendiamida) se debe sobre todo a un mecanismo de resistencia en el punto de accidn. Este
hecho concuerda con la fuerte resistencia cruzada entre estos tres insecticidas mostrada en
este trabajo.

En el caso de spinosad, no se han encontrado resistencias cruzadas entre spinosad ni los
insecticidas clorantraniliprol, ciantraniliprol, flubendiamida, indoxacarb y emamectina
benzoato. Por otra parte, los resultados muestran que el mecanismo metabdlico no estd
implicado en la resistencia a spinosad en T. absoluta, sugiriendo que esta resistencia pueda
deberse a un mecanismo de resistencia en el punto de accién, coincidiendo asi con otros
trabajos ya publicados. Ademas, la poblacion de T. absoluta resistente a spinosad utilizada en
este trabajo, experimentd una fuerte disminucidn en su resistencia cuando se dejé de ejercer
presion insecticida. Esto puede deberse a un coste adaptativo de la poblacién resistente,
ligado a la resistencia a spinosad.

En vista de los resultados obtenidos, una vez conocida la existencia de la resistencia cruzada
entre los insecticidas diamidas, y los mecanismos de resistencia implicados en la resistencia a
estos insecticidas y a spinosad, es necesario desarrollar estrategias de manejo de la resistencia
en T. absoluta, integrandolas dentro de un programa de gestion integrado, con el fin de
realizar un uso sostenible de los fitosanitarios.



ABSTRACT

Tuta absoluta (Meyrick) is native to South America. From the mid-20th century, it has been
rapidly spreading to the main tomato areas in the world, becoming one of the main pests of
this crop. T. absoluta causes serious damage to tomato, even causing the total loss of the crop.

The use of phytosanitary products is one of the main control methods of T. absoluta. However,
cases of resistance development in T. absoluta to many insecticides have appeared recently,
due to the excessive and incorrect use of these insecticides. Therefore, it is necessary to know
the current state of T. absoluta resistance to insecticides used for its control, as well as the
mechanisms involved and the possible cross-resistances. With all this information, anti-
resistance strategies can be developed to control more effectively and sustainably T. absoluta.

The evolution of resistance of different European field populations of T. absoluta to the
diamide insecticides chlorantraniliprole, flubendiamide and cyantraniliprole, and to spinosad
and indoxacarb was studied in this work. The results showed a high susceptibility of the
populations to chlorantraniliprole, cyantraniliprole, flubendiamide, spinosad and indoxacarb.
On the other hand, European populations with a slight to moderate resistance to
chlorantraniliprole, cyantraniliprole and flubendiamide have been observed in recent years.
This fact reflects an excessive use of these insecticides in some areas, which may trigger an
insecticide resistance problem in the future. This must be taken into account to develop a
resistance management strategy in zones with a high resistance risk.

In addition, the effect of the stage of larval development (L2 or L4) in the susceptibility of T.
absoluta to these insecticides has been studied. The results showed that there is no a
significant effect on the susceptibility of T. absoluta when the populations were bioassayed in
stage L2 or L4 to chlorantraniliprole, cyantraniliprole, spinosad and indoxacarb. However,
some influence in the susceptibility to flubendiamide has been detected, being the populations
less susceptible to this insecticide in stage L4. This may be interesting for future applications of
this insecticide in the field.

A strong cross-resistance between the diamides (chlorantraniliprole, cyantraniliprole and
flubendiamide) has been found in this work, in agreement with other results already
published. On the other hand, no cross-resistance between chlorantraniliprole and spinosad,
indoxacarb and emamectin benzoate was detected, nor between cyantraniliprole and
spinosad, indoxacarb and emamectin benzoate. Besides, in the study of the mechanisms
involved in resistance to chlorantraniliprole and cyantraniliprole in T. absoluta, the results
show that, although the P450 monooxygenase enzymes seem to be involved in the resistance
to chlorantraniliprole in T. absoluta, the resistance to the diamide insecticides
(chlorantraniliprole, cyantraniliprole and flubendiamide) is due mainly to a target-site
mechanism. This fact agrees with the strong cross-resistance between these three insecticides
shown in this work.



On the other hand, no cross-resistance between spinosad and the insecticides
chlorantraniliprole, cyantraniliprole, flubendiamide, indoxacarb and emamectin benzoate has
been found. The results show that a metabolic mechanism is not involved in the resistance to
spinosad in T. absoluta, suggesting that this resistance may be due to a target-site mechanism,
in agreement with other works already published. In addition, the T. absoluta population
resistant to spinosad used in this work, experienced a strong decrease in its resistance when
the insecticidal pressure was interrupted. This may be due to a fitness cost of the resistant
population, linked to resistance to spinosad.

Finally, once known the existence of cross-resistance between the diamide insecticides and the
resistance mechanisms involved in the resistance to these insecticides and spinosad, it is
necessary to develop resistance management strategies in T. absoluta, integrating them within
an integrated management program to make a sustainable use of phytosanitary products.
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INTRODUCCION

1.1. Tuta absoluta (Meyrick 1917)

Tuta absoluta es conocida con los siguientes nombres: polilla del tomate, gusano minador del
tomate, polilla perforadora, palomilla del tomate, cogollero del tomate, y minador de hojas y
tallos de la papa. En inglés, se le denomina cominmente como “tomato leaf miner”, “tomato
borer”, “South American tomato moth” y “South American tomato pinworm”; en Portugal se
le conoce con el nombre de “traca-do-tomateiro”; en Francia como “mineuse de la tomate”

III

(NAPPO, 2013); en ltalia como “tignola del pomodoro”; y en Suecia como “tomatmal” (Ramos,

2015).

1.1.1. Ubicacién taxondmica

La ubicacidn taxondmica de T. absoluta es:
Reino: Animalia
Phylum: Artropoda
Subphylum: Hexapoda
Division: Exopterygota
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Suborden: Glossata
Superfamilia: Gelechioidea
Familia: Gelechiidae
Subfamilia: Gelechiinae
Tribu: Gnorimoschemini
Género: Tuta

Especie: Tuta absoluta (Meyrick 1917)
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1.1.2. Origen vy distribucidn

T. absoluta es un microlepiddptero descrito originariamente por el entomédlogo E. Meyrick
como Phthorimaea absoluta. Meyrick lo describié a partir de un individuo macho recolectado
en Huancayo, Peru (Lépez, 2003). Mas tarde, en 1962 esta especie fue denominada como
Gnorimoschema absoluta (Clarke), en 1964 como Scrobipalpula absoluta (Povolny), en 1987
como Scrobipalpuloides absoluta (Povolny), y finalmente fue descrita bajo el género Tuta en
1994 también por Povolny (Barrientos et al., 1998).

Esta especie es una plaga originaria de Sudamérica, donde se ha ido expandiendo desde
mediados del siglo XX hacia las principales dreas del cultivo de tomate en el continente
sudamericano (Chile, Argentina y el sur de Brasil), representando una de las principales plagas
en este cultivo (Garcia-Mari et al.,, 2010). A finales de 2006, T. absoluta fue introducida en
Europa desde Sudamérica a través de Espana, detectdndose su presencia por vez primera en
invernaderos de tomate en Castellén (Urbaneja et al., 2012). En 2007, fue observada en todas
las principales dreas del cultivo de tomate de Espafia, y entre 2008 y 2009, fue detectada en
Italia, sur de Francia, Grecia, Portugal, Marruecos, Argelia y Tunez (Potting, 2009; Desneux et
al., 2010). No se conoce con seguridad cémo ha llegado esta plaga a Europa, aunque las
posibilidades de propagacion se incrementan con los intercambios de mercancias,
contenedores y personas, los cuales son cada vez mas frecuentes entre continentes
(Monserrat, 2009).

La invasidon de T. absoluta en Espafia ha seguido la siguiente cronologia: desde la primera
deteccién de la plaga en invernaderos de tomate en Castellén en 2006, se localizé su presencia
al afio siguiente, en 2007, en las Comunidades Auténomas de Cataluiia, Murcia y Andalucia
(presente en Almeria). En 2008 se propaga por Aragdn, Navarra, Castilla-La Mancha, Madrid,
Extremadura, Castilla y Ledn y Pais Vasco; y en 2009 se expande por La Rioja, Galicia, Cantabria
y Asturias, alcanzando las Islas Canarias (Garcia-Mari et al., 2010).

Desde Espafia se ha propagado a diferentes paises de Europa y Africa a un ritmo asombroso.
En 2008 se detectan los primeros focos en invernaderos de tomate en la region de
Mostaganem (Argelia), en cultivo de tomate al aire libre en la regién de Nador (Marruecos) y
en invernadero de tomate en Calabria (ltalia). También en 2008 se detecta su presencia en
invernaderos y en cultivos de tomate al aire libre en Cerdefia, Sicilia y Campania (ltalia), en la
isla de Corcega y la regién de Provence-Alpes-Coéte d’Azur (Francia). Por esas fechas se detecta
también en tomate al aire libre en la regién de Akkouda (Tunez). En 2009 se observa su
presencia en Holanda, Reino Unido, Malta, Suiza, Alemania, Chipre, Bulgaria y Rusia (Garcia-
Mari et al., 2010) (Figura 1.1).

Lidia Garcia Vidal 2
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Figura 1.1: Expansion de T. absoluta por Europa y el norte de Africa entre 2006 y 2009
(Garcia-Mari et al., 2010).

En 2011, Cifuentes et al. (2011) estudiaron la variabilidad genética de diferentes poblaciones
de T. absoluta procedentes de Sudamérica y de varios paises del area Mediterranea. Estos
autores encontraron una elevada homogeneidad genética entre todas las poblaciones
estudiadas, sugiriendo que la poblacién invasora de T. absoluta que llegd al drea Mediterranea
provenia de una Unica poblacion procedente de Sudamérica. Recientemente, Guillemaud et al.
(2015) corroboraron el estudio de los autores anteriormente citados. Con el empleo de
marcadores microsatélites que permiten estimar el grado de parentesco entre poblaciones,
demostraron que el origen de la poblacion de T. absoluta que invadié Europa proviene de la
zona Central de Chile, siendo una Unica poblacién invasora la que llegd a las principales zonas
de cultivo de tomate en el area Mediterranea. Ademas, concluyeron que la poblacién de T.
absoluta nativa en Sudamérica no es genéticamente homogénea, presentando diferencias
genéticas significativas entre las poblaciones de las regiones norte y sur, y que existe una
elevada homogeneidad genética entre las poblaciones de las dreas invadidas a lo largo del
tiempo, desde el sur de Espaia hasta Israel y desde Israel hasta Marruecos.

Segln datos de la EPPO (2017), son numerosos los paises donde T. absoluta se encuentra
establecida y varias las zonas donde se ha informado de su presencia recientemente: Albania,
Arabia Saudi, Argelia, Argentina, Bangladesh, Bélgica, Bolivia, Bosnia y Herzegovina, Brasil,
Bulgaria, Chile, Chipre, Colombia, Costa Rica, Croacia, Ecuador, Egipto, Eslovenia, Espafia,
Etiopia, Francia, Grecia, Hungria, India, Irak, Irdn, Israel, Italia, Kenia, Libia, Lituania, Malta,
Marruecos, Montenegro, Mozambique, Namibia, Nepal, Nigeria, Paises Bajos, Panamj,
Paraguay, Peru, Portugal, Qatar, Rumania, Rusia, Senegal, Serbia, Siria, Sudafrica, Sudan, Suiza,
Tanzania, Tunez, Turquia, Uganda, Uruguay, Venezuela, Yemen, Zambia y Zimbabue.
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1.1.3. Importancia econdmica

En la actualidad, T. absoluta esta considerada una de las plagas mas importantes del cultivo de
tomate debido a su rapida expansion y distribucién geografica (Desneux et al., 2011; Haddi et
al., 2012). Esta plaga afecta tanto a la produccién de tomate en invernadero como al aire libre
(Desneux et al., 2010), y también ataca a los cultivos de tomate destinados para la industria
alimentaria y a los destinados para el mercado en fresco (Lépez, 1991; Apablaza, 1992).
Ademas, provoca serios dafios debido a la presencia de elevados niveles poblacionales tanto
en invierno como en verano.

A partir de su introduccidn en Espafia en 2006, su evolucién ha sido bastante rapida, dando
lugar a la pérdida total de plantaciones de tomate entre los afios 2007 y 2008, convirtiéndose
en esos anos en la plaga mas devastadora del cultivo. Actualmente, en la Regién de Murcia
esta plaga esta bastante controlada, generando problemas graves de control de forma
puntual, debiéndose sobre todo a la accién de productores que realizan un manejo
fitosanitario inadecuado del cultivo, o porque las plantaciones se encuentran en zonas de
especial riesgo de desarrollo de la plaga o coinciden con momentos de mayor riesgo de
desarrollo de la plaga (Monserrat, 2016).

Si no se toman medidas de control adecuadas, T. absoluta puede causar hasta el 100% de
pérdida de la plantacion de tomate en areas de reciente invasién (Desneux et al., 2010). No
obstante, aun tomando medidas para su control, el dafio de T. absoluta en las plantaciones
todavia podria ser de entre el 1y el 5% (TaRl, 2017). Ademas, en las dreas donde aparece T.
absoluta por primera vez, la plaga es especialmente problematica durante el primer afio de
infestacion. Sin embargo, tras dos o tres anos de control, se ha podido observar una menor
incidencia de T. absoluta en ciertas areas, debido entre otras causas, a un mayor conocimiento
del comportamiento y la biologia de la plaga por parte de los agricultores y productores, y a
una correcta aplicacidon de un programa de Gestion Integrada de Plagas (GIP) (Urbaneja et al.,
2012).

El impacto econdmico de T. absoluta se refleja en el aumento de los costes de produccion del
cultivo, debido al incremento en los costes para el manejo y control de la plaga, a la
disminucién del producto comercializable, y también a la posible pérdida de socios comerciales
a causa de las restricciones en la exportacion del producto a paises en donde no se ha
detectado aun la plaga. Ademas, se ha observado que en algunos paises estd resultando muy
dificil controlar y limitar su propagacion (Keller et al., 2011; Garnas et al., 2016).
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1.1.4. Descripcion morfoldgica

El huevo es de forma ovalada, con un color blanco-cremoso recién puesto y tornandose a un
color anaranjado cuando se aproxima a la eclosién. Su tamafio oscila alrededor de 0,4 mm de
largo y 0,2 mm de diametro (Vargas, 1970) (Figuras 1.2 y 1.3).

Figura 1.2: Huevos de T. absoluta en planta de tomate (Fuertes, 2017).

Figura 1.3: Huevo de T. absoluta (Fuente propia).
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Las larvas de T. absoluta pasan por 4 estadios larvarios, a veces 5 (Monserrat, 2009). Son de
tipo eruciforme, con tres pares de patas y cinco pares de propatas (Lépez, 2010; Santos et al.,
2010). Presentan una cabeza oscura con una mancha lateral que se extiende desde los ocelos
hasta el margen posterior. Ademas, carecen de placa dorsal en el protérax y en su lugar
presentan una banda oscura oblicua que no llega a cubrir la linea media dorsal. Poseen setas
anteriores al espiradculo protoracico separadas en un grupo de dos, mientras que la tercera
estd aislada junto al margen anterior del espirdculo y carece de placa basal (Ramos et al,
2011).

La larva de primer estadio (L1) es la que emerge del huevo. Presenta una forma cilindrica
ligeramente aplastada dorsalmente. Su cabeza es prognata, aplastada en forma visible y de
color oscuro. Su color es amarillo claro cuando sale del huevo y va adquiriendo un tono verde
claro a medida que se alimenta y desarrolla. Sin embargo, regresa a su tonalidad amarillo claro
cuando va a mudar, debido a que deja de alimentarse y vacia sus intestinos (Lépez, 2003). El
tamafio en este estadio es alrededor de 0,9 mm (Notz, 1992) (Figura 1.4).

Figura 1.4: Larva L1 de T. absoluta saliendo del huevo (Nayana et al., 2015).

La larva de segundo estadio (L2) mide aproximadamente 2,8 mm (Molla et al., 2011a). Es de
color gris blanquecino al principio y se torna verde claro a medida que vuelve a alimentarse.
Préoxima a mudar adquiere de nuevo una tonalidad amarillo claro (Lépez, 2003) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Larva L2 de T. absoluta (Fuente propia).

La larva de tercer estadio (L3) es similar a la larva L2. Al principio su color es gris blanquecino y
se vuelve verde claro durante el desarrollo de la larva, intensificandose este color verde de
forma gradual. Al final del periodo adquiere una tonalidad blanquecina (Lopez, 2003). El
tamafio de este estadio larvario es de aproximadamente 4,7 mm (Molla et al., 2011a) (Figura
1.6).

Figura 1.6: Larva L3 de T. absoluta (Fuente propia).

Por ultimo, tenemos el cuarto estadio larvario (L4). La forma de la larva es practicamente igual
al resto de los estadios larvarios, y el color verde claro adquiere una tonalidad ligeramente
rosada en la regién dorsal al finalizar el periodo de larva activa. La cabeza es de color café, con
una sutura epicraneal bien marcada. El escudo protoracico es visible, con una linea
semicircular oscura en la parte posterior (Lopez, 2003). Es este estadio, la larva puede llegar a
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medir 7,5 mm de longitud (Notz, 1992). Segun otros autores, la larva L4 puede llegar a medir
hasta 10 mm de longitud en su maximo desarrollo (JA, 2010) (Figuras 1.7 y 1.8).

Figuras 1.7 y 1.8: Larva L4 de T. absoluta (Fuente propia).

En el periodo de pre-crisalida o pre-pupa, la larva deja de alimentarse, se acorta y se prepara
para crisalidar (Larrain, 2011) (Figura 1.9).

Figura 1.9: Larva L4 de T. absoluta preparandose para crisalidar, protegida por un capullo
sedoso (Fuente propia).
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La crisdlida o pupa es de tipo obtecta, de color verde olivo al inicio y de color marrén antes de
que emerja el adulto (Lépez, 2010; Santos et al., 2010). Es de forma cilindrica, de 4,3 mm de
largo y 1,1 mm de diametro (Vargas, 1970). Sin embargo, otros autores indican que la pupa
puede llegar a medir hasta 5 mm de largo, y que presenta dimorfismo sexual en funcién de la
ubicacién de los poros genitales (Quiroz, 1976). La pupa hembra es de mayor tamafio que la
pupa macho, midiendo 4,67 y 4,27 mm de largo y 1,37 y 1,23 mm de ancho respectivamente
(JA, 2010) (Figuras 1.10y 1.11).

Figuras 1.10 y 1.11: Crisdlidas de T. absoluta (1.10: Garcia-Vidal, 2011; 1.11: Ramos et al.,
2011).

De la pupa emerge el adulto de T. absoluta, que puede alcanzar una longitud de entre 5 a 7
mm, de 10 a 11 mm de envergadura (Estay et al., 2002), y 1 mm de anchura en reposo
(Monserrat, 2009). Otros autores mencionan que el adulto puede alcanzar los 10 mm de
longitud (Lépez, 2010; Santos et al., 2010). Los adultos para ambos sexos, presentan las alas
anteriores con matices que varian de oscuro a gris, las alas posteriores son de color negruzco
brillante con las cilias oscuras, y la cabeza, térax y palpos son de color gris cenizo con tintes
oscuros. Las alas anteriores presentan una longitud de 4,5 a 4,7 mm (Notz, 1992). Las alas
posteriores presentan una banda de pelos o fleco fino en el borde posterior (Lopez, 2010;
Santos et al., 2010). Las antenas del adulto son filiformes, en forma de collar y largas con
anillos de colores, alternando color café claro y oscuro, palpos maxilares vestigiales y palpos
labiales gruesos, aguzados, largos y vueltos hacia arriba. El palpo labial presenta en el tercer
segmento un anillo de gran tamafio de color negro en el primer tercio distal y otro en el apice
del segmento. El abdomen es de color café cremoso, y es mds grueso en las hembras que en
los machos (Brambila et al., 2010). Ademas, las antenas del adulto son mas largas en los
machos que en las hembras (Coelho et al., 1987) (Figuras 1.12, 1.13 y 1.14).
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Figuras 1.12, 1.13 y 1.14: Adulto de T. absoluta (1.12: Senasica, 2013; 1.13: Monserrat, 2009;
1.14: Ramos et al., 2011).

Existen diferencias entre machos y hembras en la morfologia de la genitalia del adulto de T.
absoluta. Asi, la genitalia del adulto macho se caracteriza por presentar un uncus en forma de
campana y ancho hacia el apice (a), también presenta una valva digitada y setosa apicalmente,
con un margen interno convexo medialmente (b), un tegumen ensanchado basalmente (c),
gnathos ancho con apice redondeado (d), un vinculum ancho y bien desarrollado con un saccus
ancho y alargado (e), y un aedeagus con un ciego prominente (f). Mientras que la genitalia de
la hembra adulta de T. absoluta se caracteriza por presentar el conducto seminal en pleno, un
cuerpo bursal cénico como un embudo y casi dos tercios tan largo como la bolsa copulatriz
(Ramos et al., 2011) (Figura 1.15).
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Figura 1.15: Genitalia del adulto de T. absoluta. (A) Macho, (B) hembra (Ramos et al., 2011).

1.1.5. Biologia

El ciclo bioldgico de T. absoluta pasa por cuatro etapas de desarrollo diferentes: huevo, cuatro
estadios larvarios (larva), crisalida y adulto, y dura entre 29 y 38 dias en zonas con climatologia
suave (Monserrat, 2009) (Figura 1.16).

Huevo (4 a 6 dias)

Pupa
(10 a 12 dias)

Ciclo biolégico
(30 a 40 dias)

Figura 1.16: Esquema del ciclo bioldgico de T. absoluta (Senasica, 2013).
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T. absoluta es una especie multivoltina, es decir, que completa varias generaciones en un afo
(Pereyra, 2002), llegando a completar hasta 12 generaciones en ambientes calidos. Por otro
lado, Biurrun (2008) indica que en el norte de Espafia, puede completar mas de 10
generaciones en un afio. T. absoluta es capaz de desarrollarse en un rango bastante amplio de
temperaturas, adaptando la duracién de su ciclo de vida a la climatologia de la zona, pudiendo
completar su ciclo bioldgico en menos de un mes si las condiciones ambientales son
favorables. Se desarrolla sin problema entre 129C y 302C, tardando casi 240 dias en completar
su ciclo a 122C y solamente 20 dias a temperaturas de 302C (Vercher et al., 2010). Betancourt
et al. (1996) indican que a temperatura constante de 359C las larvas de T. absoluta no pueden
completar su desarrollo, sin embargo, a temperaturas variables de entre 25 y 352C si son
capaces de desarrollarse. Por otro lado, Quiroz (1976) logré mantener durante 45 dias larvas a
62C de temperatura, mientras que Vercher et al. (2010) mantuvieron durante varias semanas
larvas a temperaturas de 42C. Vargas (1970) sefiala que en el laboratorio, a temperatura
contante de 252C y humedad relativa de 75%, T. absoluta es capaz de completar una
generacion en 28,7 dias.

Segun distintos autores (Betancourt et al., 1996; Barrientos et al., 1998; Estay et al., 2002), 82C
es el promedio de temperatura umbral para un ciclo completo de T. absoluta. A pesar de que
las temperaturas bajas son un factor limitante para su supervivencia, T. absoluta puede pasar
el invierno en estado de huevo, pupa o adulto en funciéon de las condiciones ambientales
(NAPPO, 2013). Ademas, las larvas no entran en estado latente cuando tienen disponibilidad
de alimento (Desneux et al., 2010). Por otro lado, puede haber una elevada mortandad de
huevos cuando las temperaturas son muy elevadas y la humedad relativa es baja (Monserrat,
2016).

T. absoluta presenta un alto potencial reproductor. La cépula se inicia inmediatamente
después de la emergencia de los adultos, y la mayoria de los huevos son puestos durante los
10 primeros dias del inicio de la oviposicidon (Larrain, 2011). Sin embargo, otros autores
(Vercher et al., 2010) indican que las hembras fecundadas de T. absoluta ponen la mayoria de
los huevos entre los 3 y 5 dias después de la cépula, y preferentemente al atardecer y al
amanecer, que es cuando los adultos presentan mas actividad. Segun estudios llevados a cabo
por Hickel et al. (1991), las hembras realizan su llamamiento para la cépula nada mas
amanecer y dura unas dos horas, teniendo los machos su maximo de actividad una hora
después de que las hembras realicen su llamamiento. Por otro lado, Vercher et al. (2010)
sefialan que las hembras, cuando emergen de la pupa, tienen un periodo de pre-cépula
promedio de 21,5 £ 1 horas, copulan una media de 5 horas y son capaces de copular varias
veces en el transcurso de su vida. Estos autores también indican que el periodo de pre-
oviposicién de la hembra es de 1,2 dias, por lo que pasan entre 2 y 3 dias desde que la hembra
emerge de la pupa hasta que realiza la puesta.
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Las hembras fecundadas llegan a poner entre 180 y 260 huevos a lo largo de varios dias
(Monserrat, 2009), aunque algunos autores reducen este numero entre 40 y 50 huevos
(Apablaza, 1992) o entre 40 y 150 huevos (Estay et al., 2002). Las hembras suelen poner los
huevos de forma individual o en grupos de no mas de 2-3 huevos (Monserrat, 2009), y segun
Fernandez et al. (1990) los huevos eclosionan de 5 a 10 dias después de la oviposicidn. Segovia
(1997) indica que la mayoria de los huevos se localizan en las plantas situadas en los bordes de
los invernaderos y en la parte superior de la planta, mientras que Vercher et al. (2009), sefialan
que un 73% de los huevos son depositados en el envés de la hoja, mientras que un 6% en
frutos verdes, sobre todo en los sépalos. Monserrat (2009) indica que los frutos proximos a su
maduracién o los desprovistos de caliz, no son receptivos a la oviposicidn, pero cuando hay
muchos adultos de T. absoluta y no hay plantas disponibles para que la hembra realice la
puesta, como en los almacenes donde se guarda el tomate recolectado, esta se realiza en
frutos sin peciolo. Por otro lado, Torres et al. (2001) observaron que en plantas pre-
reproductivas, las hembras realizan la puesta preferentemente en la zona apical de la planta,
sobre todo en el envés, mientras que en plantas post-reproductivas la puesta la realizan tanto
en la zona media como en la zona apical, y en el envés y en la cara de los foliolos.

Segln Monserrat (2009), a 302C se acorta el ciclo biolégico de T. absoluta, cuando compard el
desarrollo de esta plaga a 152Cy a 30°C (Tabla 1.1).

Tabla 1.1: Duracion promedio del ciclo de desarrollo de T. absoluta a 152C y 302C
(Monserrat, 2009).

ADULTO

TEMPERATURA

Otro estudio informd sobre las temperaturas base inferiores para cada una de las etapas del
ciclo biolégico de T. absoluta, bajo las cuales no es posible el desarrollo del insecto (Estay,
2000) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2: Temperatura base estimada para cada uno de los estados de desarrollo de T.
absoluta (Estay, 2000).

ESTADO DE DESARROLLO TEMPERATURA BASE (2C)

Huevo a larva 7,0
Larva a pupa 7,6
Pupa a adulto 9,1
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Con respecto a la relaciéon intraespecifica de T. absoluta, Bultman et al. (1986) sefialaron que
los dos primeros estadios larvarios son bastante sedentarios, mientras que las larvas L3 y L4
poseen la capacidad de poder desplazarse lo suficiente para iniciar nuevas galerias en la misma
hoja de tomate o en otra diferente. También vieron que una elevada densidad larval dentro de
una misma hoja puede tener un efecto critico en los primeros estadios de desarrollo,
disminuyendo la supervivencia de las larvas y la fecundidad de los adultos. Por otro lado,
Pereyra (2002) indicé que el tamafio de la hoja de tomate no parece afectar mucho al
desarrollo de T. absoluta.

La larva, desde el primer estadio hasta el final del cuarto, se desarrolla en un periodo de 13 a
23 dias en funcion de las condiciones ambientales (Caceres, 2007; Monserrat, 2009). Por otro
lado, la distribucidn de las larvas en la planta es mas uniforme, ya que suelen preferir siempre
el estrato medio (Leite et al., 1995; Haji, 1997; Torres et al., 2001).

La mayoria de las larvas, una vez que han completado su fase larvaria, se dejan caer al suelo
con la ayuda de un hilo de seda para crisalidar, mientras que algunas otras crisalidan
directamente sobre distintas partes de la planta, sobre todo en el envés de las hojas y junto al
caliz del fruto, protegiéndose con un pequefio capullo (Monserrat, 2009).

La vida media de los adultos de T. absoluta es de 10 a 15 dias en las hembras, y de 6 a 7 dias en
los machos (Estay et al., 2002). Los adultos de T. absoluta presentan una sorprendente
capacidad para localizar sus objetivos, como las plantas huéspedes, y desplazarse hacia ellos a
distancias muy considerables para un insecto de su tamafio y caracteristicas (Monserrat,
2016). Tienen habitos nocturnos y suelen permanecer escondidos durante el dia,
manifestando una mayor actividad diurna y crepuscular. Pueden dispersarse volando a varios
kildémetros de distancia o empujados por el viento (Desneux et al., 2010).

Existen estudios sobre la preferencia de puesta por parte de las hembras de T. absoluta y
preferencia de alimentacion de las larvas en diferentes variedades de tomate (Vercher et al.,
2010). Estos autores no encontraron diferencias con respecto a la puesta, pero si en la
alimentacién de las larvas, viendo que mostraban preferencia por los tomates de la variedad
Raff en comparacion con los de la variedad kumato o tipo cherry.

El estado de pupa dura de 7 a 21 dias en funcidn de la temperatura (Caceres, 2007). Monserrat
(2009) indica que las pupas de T. absoluta pueden permanecer enterradas en el suelo, por lo
que las parcelas quedan “contaminadas” durante varias semanas hasta la emergencia de los
adultos. El tiempo de supervivencia de T. absoluta en un terreno puede variar de 4 a 6
semanas, alargandose este periodo a temperaturas bajas.
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1.1.6. Hospedantes

T. absoluta tiene como hospedante principal al tomate (Solanum lycopersicum L.) (Figuras 1.17
y 1.18), pero también puede alimentarse, reproducirse y completar su ciclo biolégico en otras
solanaceas cultivadas: Solanum melongena L., Solanum tuberosum L., Solanum muricatum L.,
Nicotiana tabacum L. (Vargas, 1970; Campos, 1976) y Capsicum annuum L. (Akiyoshi et al.,
2004) (Figuras 1.19y 1.20).

Figuras 1.17 y 1.18: Cultivo de tomate en invernadero y fruto de tomate (Solanum
lycopersicum) (Fuente propia).

Figuras 1.19 y 1.20: Daio de T. absoluta en berenjena (Solanum melongena) y en patata
(Solanum tuberosum) (USDA, 2011).

Ademas, T. absoluta ataca a otras plantas solanaceas silvestres, tales como: Lycopersicon
puberulum Phil., Solanum bonariense L., Solanum sisymbriifolium Lam., Solanum saponaceum
Hook. (Garcia et al., 1982), Lycopersicon hirsutum Humb. & Bonpl., Solanum lyratum Thunb.,
Solanum nigrum L., Solanum eleagnifolium Cav., Solanum puberulum Nutt. ex Seem., Datura
stramonium L., Datura ferox L., Lycium chilense Miers ex Bertero (EPPO, 2005, 2009), y Physalis
peruviana L. (Tropea Garzia, 2009).
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También se ha detectado en Phaseolus vulgaris L., Nicotiana glauca Graham y Chenopodium
murale L., en zonas con elevadas poblaciones de T. absoluta procedentes de tomate (Van der
Blom et al., 2011).

La capacidad de T. absoluta para alimentarse de un amplio rango de plantas silvestres supone
un grave problema, debido a que estos hospedantes secundarios facilitan la introduccién y
establecimiento de la plaga en nuevas zonas cultivadas, a la vez que pueden actuar como
reservorio de poblaciones en ausencia de cultivo (Cifuentes et al., 2011).

1.1.7. Dafos

Los dafios son producidos por las larvas de T. absoluta, y estan directamente relacionados con
la densidad poblacional de la plaga en el cultivo (Monserrat, 2016).

Las plantas de tomate pueden ser atacadas por las larvas de T. absoluta en cualquier momento
de la etapa de desarrollo fenoldgico de la planta, ya sea en plantas en produccién como en
plantas de semillero (TaRlI, 2017).

Al emerger la larva del huevo, esta camina sobre la superficie de la hoja buscando un punto de
penetracidon y rompiendo la epidermis de la hoja. Una vez que se encuentra en el interior de la
hoja, se alimenta del mesdfilo formando galerias transparentes entre la epidermis superior e
inferior de la hoja (Quiroz, 1976). Estas galerias, ademas de limitar la capacidad fotosintética
de la planta y debilitarla, son también puntos de infecciones fungicas y bacterianas debido a
los excrementos que las larvas depositan en su interior. Frecuentemente, las larvas de T.
absoluta salen de las galerias al exterior de la hoja para iniciar otras galerias o trasladarse a
otras hojas o frutos. Asimismo, sobre ramilletes pueden provocar la pérdida de frutos
pequefios (Monserrat, 2016) (Figuras 1.21y 1.22).

Figuras 1.21y 1.22: Daio de T. absoluta en hojas de tomate (Fuente propia).
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Las larvas también pueden atacar brotes, flores y frutos, pero prefieren alimentarse de las
hojas en formacién y los racimos florales (Lépez, 1991). En las flores, se alimentan de los
ovarios, causando que las flores se sequen y cuelguen sin llegar a caerse (Flores et al., 2003),
mientras que las larvas prefieren los brotes de la parte apical de la planta (Apablaza, 1992).

Las penetraciones de las larvas de T. absoluta en los tallos pueden provocar su debilitacion y
desecacion, dando lugar a dafios severos al inicio de la plantacién (Monserrat, 2016) (Figuras
1.23y 1.24).

Figuras 1.23 y 1.24: Daiio de T. absoluta en tallo de tomate (Senasica, 2013).

Las larvas de T. absoluta pueden dafiar los frutos de tomate desde el mismo momento en que
el fruto esta recién cuajado. Suelen penetrar en el fruto por la zona protegida del ciliz, o por
partes de los frutos que estdn protegidos por hojas u otros frutos. Ademas, las galerias que
realizan las larvas en el interior del fruto son un foco de entrada de patégenos, tanto hongos
como bacterias (Biurrun, 2008) (Figuras 1.25y 1.26).

Figuras 1.25y 1.26: Daiio de T. absoluta en fruto de tomate (1.25: USDA, 2011; 1.26:
Senasica, 2013).
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Cuando la densidad de poblacidn de T. absoluta en las plantaciones es baja, solamente suelen
apreciarse galerias en las hojas. Sin embargo, si las densidades poblacionales son elevadas se
observan dafios en hojas, tallos y frutos jovenes. Los frutos mds maduros son afectados
posteriormente por larvas de tercer y cuarto estadio. Las larvas desarrolladas que proceden de
otras zonas de la planta, pueden penetrar por toda la superficie del fruto y en cualquier estado
de madurez del mismo (Monserrat, 2009). Por otro lado, las larvas de T. absoluta que
proceden de huevos depositados directamente sobre el cdliz del fruto, penetran en los frutos y
no salen al exterior durante los primeros estadios larvarios, dificultando su control (Vercher et
al., 2010). Ocasionalmente, la larva de T. absoluta puede salir de un fruto para penetrar en
otro dentro de un mismo racimo (Lépez, 1991).

La consecuencia de todos estos dafios es la pérdida de rendimiento y calidad del fruto debido a
la alimentacién de las larvas (Flores et al., 2003). Ademas, si no se realiza una deteccion inicial
de la plaga en el cultivo y no se aplican debidamente las diferentes medidas de control, los
dafios que puede causar T. absoluta pueden llegar a ser muy importantes, dando lugar en
algunos casos a la retirada total de la plantacion.

1.2. Estrategias de control de T. absoluta

Actualmente, son necesarias estrategias de control que combinen la implementacion de
medidas culturales, el uso de enemigos naturales, trampas y feromonas, asi como insecticidas
para poder controlar de manera eficaz a T. absoluta de forma sostenible, y limitar su impacto
en las diferentes areas invadidas. Al mismo tiempo, es importante adecuar todas estas
medidas a las caracteristicas propias de cada explotacion, a la evolucién de la plaga en el
cultivo y al ciclo de cultivo, con el fin de mejorar la eficacia de esta estrategia de control
integrado sobre la plaga.

1.2.1. Medidas culturales

Existen diversas medidas culturales que se pueden llevar a cabo para el control de T. absoluta.
Entre ellas se encuentran una adecuada preparacidon del terreno antes de la plantacion,
rotacion de los cultivos (evitando otras solanaceas), buenas barreras fisicas, la destruccion
apropiada de restos vegetales al finalizar la cosecha y la realizacion de un seguimiento para
conocer la evolucion de la poblacién en campo.
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Medidas de higiene de las parcelas

En primer lugar, es importante retirar todos los restos de plantaciones anteriores que pudieran
servir de reservorios de la plaga, y mantener las parcelas limpias con el fin de garantizar la
ausencia de cualquier foco de contaminacién en el momento previo al trasplante. Se puede
realizar una solarizacion o mantener la parcela libre de restos de cultivo durante 6 u 8
semanas. Si en invernaderos se consiguen temperaturas préximas a 609C, este periodo podria
reducirse a 4 semanas en época estival (Monserrat, 2016).

Una vez iniciado el cultivo, es importante realizar una revisién de las plantas y eliminar de
forma manual las hojas que presenten galerias mientras el nivel de plaga en el cultivo sea bajo,
retrasando asi la instalacién de la plaga (Monserrat, 2010). Ademas, durante todo el ciclo de
cultivo es necesario eliminar los frutos con presencia de T. absoluta, debido a que estos
pueden ser un foco de contaminacidn constante en la parcela (Monserrat, 2009), asi como las
hojas senescentes de la parte basal de la planta, ya que estas suelen presentar un elevado
grado de infestacién de larvas de T. absoluta (Larrain, 1992).

Material vegetal

La planta del semillero empleada para el trasplante debe llegar exenta de plaga, por lo tanto es
necesario evitar almacenamientos en zonas no protegidas donde podrian llegar a ser
alcanzadas por hembras de T. absoluta que realizarian la puesta sobre la planta. Si se detectara
la presencia de la plaga, las plantas podran ser tratadas con algun insecticida especifico contra
T. absoluta, pudiendo evitar las colonizaciones de estas plantas por parte de la plaga en los
dias posteriores al trasplante (Monserrat, 2016).

Barreras fisicas

En cultivos que estén protegidos bajo invernadero, se deben revisar los cerramientos unos dias
previos al trasplante. Con esta medida se pretende eliminar todos los huecos o rotos por
donde pudiera entrar la plaga al invernadero. Con el fin de reducir la posibilidad de
colonizacién del cultivo, es imprescindible instalar una doble puerta con una cdmara entre
ambas, para que no permanezcan abiertas de forma simultanea, y colocar trampas adhesivas
en ella. Durante el ciclo de cultivo es importante seguir revisando todos los cerramientos del
invernadero, debido a que los adultos de T. absoluta tienen una gran capacidad de busqueda,
atraidos por las sustancias volatiles que emite el tomate, pudiendo localizar sin mucha
dificultad pequefios agujeros que puedan quedar en la estructura del invernadero (Monserrat,
2010). La densidad minima de las mallas empleadas en los invernaderos que impiden la
entrada de los adultos de T. absoluta es de 9 x 6 hilos por cm” (Monserrat, 2016) (Figura 1.27).
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Figura 1.27: Trampa adhesiva entre doble puerta de un invernadero (Monserrat, 2009).

Captura masiva y confusion sexual

El uso de trampas cebadas con atrayentes o feromonas es una buena herramienta que permite
estudiar la biologia de la plaga, su distribucion y su nivel poblacional (Urbaneja et al., 2007).

La colocacion de trampas adhesivas, como complemento a las medidas de higiene de la
parcela y la instalacidon de barreras fisicas, puede contribuir a la eliminacion de los adultos que
pudiesen haber permanecido refugiados en la parcela o emerger durante los dias previos o
posteriores al trasplante. Por tanto, es importante que las trampas se instalen varios dias antes
de plantar, distribuyéndolas de manera uniforme por toda la parcela y reforzando los bordes y
las inmediaciones de las puertas. Ademas, la altura de colocacidén debe ser préxima al suelo.
Otra alternativa seria el uso de trampas de agua cebadas con feromonas, las cuales se emplean
para la captura masiva de machos. Estas trampas son mas eficaces en parcelas que presentan
buenos cerramientos, y cuando los niveles poblacionales de la plaga son bajos y no hay
hembras fecundadas en la parcela (Monserrat, 2016) (Figuras 1.28, 1.29y 1.30).

Figuras 1.28, 1.29 y 1.30: Trampa adhesiva azul, trampa adhesiva amarilla y trampa de agua
con feromonas (1.28 y 1.29: Monserrat, 2009; 1.30: USDA, 2011).
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La captura masiva mediante el uso de trampas con la feromona sexual de la hembra de T.
absoluta serd mdas o menos eficaz en funcién de las condiciones en las que se utilice, pero en
ningun caso su uso resultard contraproducente, debido a que no atraen a las hembras a la
parcela cultivada. Sin embargo, la utilizacién de algunos tipos de trampas luminosas, sobre
todo en parcelas que no estén totalmente impermeabilizadas a la entrada de T. absoluta y
otros lepiddpteros, puede resultar un riesgo, ya que estas trampas ejercen una gran atraccién
de hembras y machos, los cuales no siempre seran capturados por las trampas (Monserrat,
2010) (Figuras 1.31y 1.32).

Figuras 1.31y 1.32: Trampas tipo delta con feromona sexual de T. absoluta (1.31: USDA,
2011; 1.32: Van der Blom et al., 2011).

1.2.2. Control bioldgico

Para lograr un control mas eficaz de T. absoluta, se recomienda emplear distintos métodos de
control, los cuales deben estar incluidos en un programa de Gestion Integrada de Plagas (GIP).
Entre estos métodos se encuentra el uso de enemigos naturales, que llevan a cabo una labor
muy importante en el control de plagas como T. absoluta, con las que el riesgo de
recolonizacion de las plantaciones cultivadas es continuo (Monserrat, 2016). En relacién al
empleo de esta herramienta de control, es necesario, por un lado, evaluar la naturaleza y
potencial de los enemigos naturales endémicos asociados con T. absoluta en las diferentes
regiones de cultivo de tomate, y por otro lado, definir los umbrales econdmicos y niveles de
intervencién para el uso del control bioldgico en T. absoluta (Desneux et al., 2010).

En la actualidad, existen varios enemigos naturales, parasitoides y depredadores, que
controlan de forma natural a T. absoluta en plantaciones de tomate de Europa y el norte de
Africa. Ademas, se han descrito mas de 70 especies de enemigos naturales generalistas para T.
absoluta en la regidn Paleartica occidental (Zappala et al., 2013).
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En el cultivo del tomate, la utilizacion de miridos depredadores como Nesidiocoris tenuis
Reuter (Hemiptera: Miridae) y Macrolophus pygmaeus (Rambur) (Hemiptera: Miridae), esta
resultando muy eficaz para controlar diferentes plagas, como Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae) y T. absoluta (Gerling et al., 2001; Gabarra et al., 2008; Arné et al.,
2010; Calvo et al., 2012a; Urbaneja et al., 2012). Adultos y ninfas de estas dos especies de
miridos se alimentan de los huevos de T. absoluta. Ademas, se ha observado que adultos de
estas especies pueden consumir mas de 100 huevos al dia en condiciones de laboratorio, y son
capaces de alimentarse de estadios larvarios primarios de T. absoluta (Arndé et al., 2009;
Urbaneja et al., 2009). Se recomienda la introduccidon de miridos desde las primeras semanas
de cultivo, realizando una suelta directa controlada o mediante la introduccién de plantas
refugio, como Dittrichia viscosa (L.) Greuter permanentemente inoculadas (JA, 2010) (Figuras
1.33y 1.34).

Figuras 1.33 y 1.34: Adulto de Nesidiocoris tenuis y Macrolophus pygmaeus
(http://bioplanet.eu/es/nes/).

En la actualidad, N. tenuis es ampliamente empleado en programas de control bioldgico en
cultivos de tomate en el sur de Europa (Vacante et al., 1994; Molla et al., 2011b; Zappala et al.,
2013; Sanchez et al., 2014), y ademas, es el depredador mas empleado para el control
bioldgico en T. absoluta. Sin embargo, N. tenuis es también un insecto fitdfago, pudiéndose
convertir en un problema muy importante para las plantaciones cuando sus poblaciones
crecen en exceso y no hay suficiente densidad de plaga de la que puedan alimentarse. En
plantas muy jévenes de tomate pueden llegar a provocar dafios en los brotes, en los ramilletes
en formacién y en frutos jovenes, asi como inducir abortos florales y causar pequefas
picaduras en los frutos de tomate (Monserrat, 2009).

Otro mirido depredador muy extendido y que puede resultar eficaz en el control bioldgico de
T. absoluta es Dicyphus errans (Wolff) (Hemiptera: Miridae) (Ingegno et al., 2017), debido a su
capacidad para sobrevivir en diferentes ambientes, tanto en plantas cultivadas como no
cultivadas.
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El uso de parasitoides es una herramienta muy importante dentro del control biolégico de T.
absoluta, y hasta hace unos afios han sido el agente bioldgico mas comun en el control de esta
plaga (Ghoneim, 2014). El parasitoide de huevos mas empleado en el cultivo de tomate para T.
absoluta ha sido Trichogramma achaeae Nagaraja & Nagarkatti (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (Cabello et al., 2012; Calvo et al., 2012b). No obstante, este parasitoide
no ha conseguido altos porcentajes de parasitismo en campo, ya que le afectan negativamente
las temperaturas elevadas y la humedad baja (Monserrat, 2016) (Figura 1.35).

Figura 1.35: Adulto de Trichogramma achaeae parasitando huevo de T. absoluta (Garcia-
Vidal, 2011).

Los parasitoides de larvas Necremnus artynes (Walker) (Hymenoptera: Eulophidae) y
Necremnus tutae Ribes & Bernardo (Hymenoptera: Eulophidae), son especies muy abundantes
que se encuentran parasitando de forma natural a las larvas de T. absoluta (Calvo et al., 2013).
Sin embargo, estos enemigos naturales por si solos no son capaces de controlar elevados

niveles de plaga, pero realizando un uso conjunto de varios de ellos se puede llegar a alcanzar
un adecuado control (Figura 1.36).

Figura 1.36: Hembra adulta de Necremnus artynes (Van der Blom et al., 2011).
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Para obtener un buen control bioldgico es muy importante que los enemigos naturales que se
empleen estén bien establecidos y permanezcan en el cultivo una vez se haya realizado la
liberacidon de los mismos (Santos et al., 2010).

Entre los entomopatégenos empleados en el cultivo de tomate, la bacteria Bacillus
thuringiensis (Berliner) (Firmicutes: Bacillaceae) y el hongo ascomiceto Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) son las opciones mas eficientes en el
control de T. absoluta, y ademas son compatibles con sus enemigos naturales (Biondi et al.,
2012; Biondi et al., 2013; Klieber et al., 2016). B. thuringiensis ha demostrado ser bastante
efectivo en el control de T. absoluta, siendo téxico frente a las larvas de T. absoluta, y
obteniendo mayor efectividad sobre larvas de primer estadio (Gonzdlez-Cabrera et al., 2011).

Por otro lado, el hongo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae)
ha demostrado ser efectivo en el control de T. absoluta. Este hongo entomopatdgeno se aplica
en el agua de riego y es toxico frente a las crisalidas de T. absoluta (Contreras et al., 2014).

Con respecto a los nematodos entomopatégenos, se han llevado a cabo ensayos con tres
especies, Steinernema carpocapsae Weiser (Nematoda: Steinernematidae), Steinernema
feltiae Filipjev (Nematoda: Steinernematidae) y Heterorhabditis bacteriophora Poinar
(Nematoda: Heterorhabditidae), obteniendo una elevada eficacia frente a larvas de T. absoluta
(Batalla-Carrera et al., 2010; Garcia-del-Pino et al., 2011). Un reciente estudio demostro que el
nematodo Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood (Tylenchida: Meloidogynidae)
afecta al comportamiento de la oviposicién de las hembras de T. absoluta y al desarrollo de su
descendencia, afectando al proceso de pupacién (Arce et al., 2017).

1.2.3. Control quimico

El control quimico se basa en el empleo de productos fitosanitarios. Los tratamientos
insecticidas han sido y siguen siendo uno de los principales métodos de control de T. absoluta.
Es esencial que estos tratamientos sean compatibles con el empleo de enemigos naturales y
otros métodos de control, con el fin de integrarse en un programa de GIP.

Para llevar a cabo un uso adecuado y sostenible de los productos insecticidas, es importante
establecer el momento dptimo y las condiciones adecuadas para su aplicaciéon. Ademas, es
necesario desarrollar estrategias anti-resistencia, seleccionando y alternando adecuadamente
los productos en funcién de sus mecanismos de accién (Monserrat, 2010). Por otro lado, es
importante el uso de coadyuvantes que ayuden a facilitar la penetrabilidad del insecticida en el
cultivo (Santos et al., 2010).
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Los principales grupos de insecticidas registrados para el control quimico de T. absoluta son:
Carbamatos.

Los insecticidas carbamatos son ésteres del acido carbamico. Dentro de este grupo se
encuentra el insecticida metomilo, con actividad por contacto e ingestion y gran efecto de
choque. Es un insecticida sistémico, con buena absorcién foliar y poco persistente. Sin
embargo, es muy tdxico para polinizadores y enemigos naturales. En la actualidad, esta
registrado en Espaia para el control de T. absoluta.

Segun la clasificacién que realiza el Comité de Accidn contra la Resistencia a Insecticidas (IRAC,
por sus siglas en inglés, Insecticide Resistance Action Committee) (IRAC, 2016), el insecticida
metomilo pertenece al grupo 1A Inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE). Actua sobre el
sistema nervioso del insecto, inhibiendo la acetilcolinesterasa, enzima encargada de finalizar la
accion de excitacién neurotransmisora de la acetilcolina en la sinapsis nerviosa. Causan la
hiperexcitacion del sistema nervioso del insecto. En los carbamatos, a diferencia de los
organofosforados con quien comparten el mismo modo de accién, la inhibicion enzimatica es
parcialmente reversible.

Organofosforados.

Entre los productos organofosforados utilizados para el control de T. absoluta estdn los
insecticidas clorpirifos y metamidofos. Segun la clasificacion que realiza IRAC (2016) estos
insecticidas pertenecen al grupo 1B Inhibidores de la acetilcolinesterasa. El modo de accidn de
los organofosforados es idéntico al de los carbamatos, inhiben la actividad de la
acetilcolinesterasa bloqueando la transmision de los impulsos nerviosos, provocando
excitacion, hiperactividad, descoordinacidn, temblores y muerte rapida de los insectos.

Clorpirifos es un insecticida no sistémico que actla por contacto, ingestion e inhalacion y se
caracteriza por tener un gran efecto de choque. Ademas, esta registrado en Espafia para su
uso en T. absoluta. Por otro lado, metamidofos posee accidn sistémica y actla por contacto e
ingestidon. Tiene una buena accién residual y también se caracteriza por su buena absorcion
radical y foliar. Es un insecticida prohibido en muchos paises por ser considerado nocivo para
el medio ambiente y la salud humana. En Espafia no estd registrado. Estos dos insecticidas son
considerados altamente toxicos para la fauna auxiliar y las abejas (USDA, 2011).

Piretroides.

Los piretroides son compuestos quimicos derivados de las piretrinas, las cuales se han
empleado durante siglos por su actividad insecticida. Ademas, los piretroides son casi
insolubles en agua, lo que favorece su rdpida accion de choque ya que penetran rapidamente
en el insecto, y practicamente no poseen accion sistémica ni translaminar.
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Entre los piretroides empleados para el control de T. absoluta se encuentran los siguientes
insecticidas: alfa-cipermetrin, betaciflutrin, cipermetrin, deltametrin, esfenvalerato,
etofenprox, lambda-cihalotrin, tau-fluvalinato, zeta-cipermetrin, bifentrin, ciflutrin, gamma-
cihalotrin, beta-cipermetrin, fenpropatrin y permetrina. Segun la clasificacion que hace IRAC
(2016) estos insecticidas pertenecen al grupo 3A Moduladores del canal de sodio. Mantienen
abiertos los canales de sodio, causando hiperexcitacion, y en algunos casos, bloqueo nervioso.
Los canales de sodio estan implicados en la propagacidn de potenciales de accién a lo largo de
los axones nerviosos.

Los piretroides sintéticos registrados en Espafia para su uso frente a T. absoluta son:
cipermetrin, deltametrin, alfa-cipermetrin, betaciflutrin, esfenvalerato, etofenprox, lambda-
cihalotrin, tau-fluvalinato y zeta-cipermetrin. Cipermetrin posee una accidon repelente en
adultos y antialimentaria en larvas. Actla por contacto e ingestién. Asimismo, deltametrin
presenta propiedades similares a cipermetrin, destacando su gran actividad insecticida. Alfa-
cipermetrin es un insecticida no sistémico, posee una gran accion de choque y poca
persistencia. Es repelente y antialimentario, con actividad por contacto e ingestidon. Por otro
lado, betaciflutrin actia principalmente por contacto, y también algo por ingestién. Presenta
un rapido efecto inicial y una prolongada accidn residual, reforzada por su efecto repelente.
Esfenvalerato posee actividad insecticida por contacto e ingestidon, un potente efecto de
choque y accién repelente. Etofenprox actia también por contacto e ingestion, posee rapido
efecto de choque y presenta buena actividad sobre todos los estadios larvarios de T. absoluta.
Ademas, es compatible con abejorros y fauna auxiliar. Lambda-cihalotrin es un insecticida no
sistémico, actla por contacto e ingestidn, posee un buen efecto de choque y buena
persistencia, mientras que el insecticida tau-fluvalinato tiene actividad por contacto y en
menor medida por ingestion, posee un fuerte efecto de choque y elevada persistencia
repelente. Finalmente, zeta-cipermetrin es un insecticida no sistémico, actia por contacto e
ingestidn, presenta rapida accidon y buena persistencia.

Spinosines.

En el grupo de los spinosines se encuentran los insecticidas spinosad y spinetoram, que
proceden de la fermentacién del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa Mertz & Yao
(Actinomycetales: Pseudonocardiaceae). Estos dos insecticidas pertenecen a una nueva clase
de productos llamada NATURALYTE, y su uso esta permitido en agricultura ecoldgica. Segun la
clasificacion que hace IRAC (2016) pertenecen al grupo 5 Moduladores alostéricos del receptor
nicotinico de la acetilcolina. Activan alostéricamente los receptores, provocando la
hiperexcitacion del sistema nervioso, la paralisis del insecto y por ultimo su muerte. La
acetilcolina es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central del
insecto.
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Spinosad estd formado por la combinacion de dos moléculas, spinosyn A y spinosyn D,
procedentes de la fermentacién de S. spinosa, en una proporcion de 85% de la molécula Ay
15% de D. Su actividad por ingestién es 10 veces mayor a su actividad por contacto, y presenta
un perfil medioambiental y toxicolégico muy favorable, que lo hace compatible con los
enemigos naturales y adecuado para programas GIP (Torné et al., 2010). Esta registrado en
Espafia para el control de T. absoluta (Figura 1.37).

CH,CH,

(1) Spinosyn A (R =H)
(2) Spinosyn D (R = CH,)

Figura 1.37: Estructura quimica de los metabolitos spinosyn A y spinosyn D (Aboul-Enein et
al., 2012).

Spinetoram es una spinosina de segunda generacidn y estd formado por la combinacion de las
moléculas, spinosyn J y spinosyn L. Actla por ingestidn y por contacto, aunque su modo de
accion principal es el primero. Ademas, presenta una buena accidn translaminar. Al igual que
spinosad, posee un perfil medioambiental y toxicolégico muy favorable, compatible con
enemigos naturales y polinizadores. Este insecticida no estd registrado en Espafia para el
control de T. absoluta.

Avermectinas.

Las avermectinas provienen de la bacteria del suelo Streptomyces avermitilis Kim &
Goodfellow (Actinomycetales: Streptomycetaceae), que se encuentra de forma natural en el
suelo. Bloquean la transmision eléctrica de las células nerviosas y musculares, causando la
pardlisis y muerte del insecto. Entre las avermectinas se encuentran los insecticidas
abamectina y emamectina benzoato, que proceden de la fermentacion natural de S.
avermitilis. Ambos insecticidas pertenecen al grupo 6 Moduladores alostéricos del canal de
cloro dependiente de glutamato, segun la clasificacion que hace IRAC (2016). Activan
alostéricamente el glutamato en canales de cloro, causando paralisis del insecto. El glutamato
es un importante neurotransmisor inhibidor en insectos.
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Abamectina tiene una buena accidn translaminar, penetrando rdpidamente en el interior de
las hojas y teniendo un prolongado efecto residual. Actla por ingestién y ligeramente por
contacto (Salvo et al., 2007). Sin embargo, abamectina es muy tdxica frente a polinizadores.

Emamectina benzoato es una avermectina de segunda generacidén, sintetizada en 5 pasos a
partir de la abamectina y con una potencia insecticida sobre lepiddpteros, a dosis muy bajas,
mayor que abamectina. Actua basicamente por ingestion y en menor medida por contacto. Su
actividad por ingestion le permite controlar todos los estadios larvarios del insecto (efecto
larvicida), aunque también posee efecto ovo-larvicida, ya que también es eficaz contra las
larvas neonatas presentes en el interior de los huevos. Es rdpidamente translocada, con un
prolongado efecto residual, y la parte que queda en la superficie de la planta se degrada
rapidamente limitando la actividad por contacto sobre artréopodos beneficiosos vy
polinizadores. En el caso de emamectina benzoato, esta posee dos modos de accion
fisiolégicos. Por un lado se une a los receptores GABA (Acido Amino Butirico) en la sinapsis
inhibida y por otro lado, se une a los receptores H del glutamato en la superficie del musculo.
Este ultimo modo de accidn es el que utiliza IRAC para clasificar a emamectina benzoato en el
grupo 6 (Lopez et al., 2010). Ambos insecticidas, abamectina y emamectina benzoato, estan
registrados para su uso en Espafia frente a T. absoluta.

Pirroles.

En este grupo se encuentra el insecticida clorfenapir, un pro-insecticida que se convierte en un
metabolito tdxico en el interior del insecto (Yu, 2008). Actla sobre todo por ingestidon pero
también tiene cierta accién por contacto, y tiene una buena actividad translaminar en las
plantas. Segun la clasificacidon que hace IRAC (2016), pertenece al grupo 13 Desacopladores de
la fosforilacion oxidativa mediante la interrupcion del gradiente de protones. Cuando
clorfenapir entra en contacto con las células del insecto, este inhibe la generacién de energia
por la liberacidon y extraccion de protones H" antes de llegar al ATP, produciendo la muerte
celular y por consiguiente la muerte del insecto. Es téxico para las abejas y los enemigos
naturales, y no esta permitido su uso en Espafia.

Andlagos de la nereistoxina.

A este grupo pertenece cartap. Es un insecticida tiocarbamato, sistémico, de amplio espectro y
actua por contacto e ingestiéon. Ademas, es de accion rapida y duradera. Segun la clasificacion
que hace IRAC (2016) pertenece al grupo 14 Blogueadores del canal de iones del receptor
nicotinico de la acetilcolina. Este insecticida bloquea el canal de iones del receptor nicotinico
de la acetilcolina, dando lugar a un bloqueo del sistema nervioso y la pardlisis el insecto. Se
recomienda no usar en presencia de abejas y no esta registrado en Espafia.
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Benzoilureas.

Dentro de este grupo se encuentran los insecticidas diflubenzurén, lufenurén, triflumurdn,
flufenoxurén, novalurén, noviflumurén vy teflubenzurén. Actian como reguladores del
crecimiento de los insectos, y segun la clasificacion que hace IRAC (2016) pertenecen al grupo
15 Inhibidores de la biosintesis de quitina, tipo 0. La quitina es el componente basico del
exoesqueleto de los insectos. Inhiben la sintesis de quitina en el cuerpo del insecto, evitando la
incorporacién de las unidades de N-acetilglucosamina, en el polimero de la quitina, y tienen
una accion citostatica sobre las células epidérmicas que producen quitina (Beeman, 1982).
Ademads, este tipo de compuestos también pueden tener efectos secundarios en el
metabolismo de los acidos nucleicos y en el de la hormona de la muda (Mauchamp et al.,
1987).

Las benzoilureas registradas en Espafia para su uso en el control de T. absoluta son:
diflubenzurdn, Iufenurdn y triflumurdn. El diflubenzurdn actia por ingestion y tiene cierta
accién por contacto en algun caso. El lufenurédn posee cierta accidn translaminar y un
prolongado efecto residual. También actua por ingestidn y algo por contacto. Y por ultimo, el
triflumurdn es un insecticida no sistémico que actua por ingestién y ligeramente por contacto,
y tiene un prolongado efecto residual.

Diacilhidracinas.

En el grupo de la familia quimica de las diacilhidracinas se hallan los insecticidas
metoxifenocida, tebufenocida y cromafenocida, que actian como reguladores del crecimiento
del insecto. Imitan la hormona de la muda, la ecdisona, induciendo una muda precoz. Son
capaces de unirse a los receptores de la ecdisona y provocar una respuesta celular, acelerando
la muda de los insectos, induciendo una parada rdpida de la alimentacidn y provocando una
muda prematura. La ecdisona es la hormona que provoca las mudas larvarias y la ecdisis en los
insectos. Segun la clasificacion que hace IRAC (2016) pertenecen al grupo 18 Agonistas del
receptor de ecdisona. Estos insecticidas actlan por ingestion y ligeramente por contacto,
poseen cierta accién ovicida y reducen la fecundidad de las hembras. Tienen un perfil
ecotoxicoldgico favorable, ya que son respetuosos con el medio ambiente, los enemigos
naturales y los polinizadores. Metoxifenocida y tebufenocida estan registrados en Espafia para
el control de T. absoluta, mientras que cromafenocida no esta registrado en Espafia para T.
absoluta.

Oxadiacinas.

Dentro del grupo quimico de las oxadiacinas se encuentra el insecticida indoxacarb. Actua por
ingestidn y por contacto, y es un insecticida no sistémico. Si se adiciona un adyuvante oleoso
junto a indoxacarb, se favorece la penetracién del insecticida en el meséfilo de las hojas,
incrementando su eficacia. Posee una marcada accidn larvicida, y en algunas especies,
presenta también una excelente actividad ovicida y ovo-larvicida. El empleo de indoxacarb es
adecuado en programas de GIP, debido a que tiene un reducido impacto sobre la mayoria de
polinizadores y la fauna auxiliar (Figura 1.38).
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Figura 1.38: Estructura quimica de indoxacarb (Fu-Gen et al., 2014).

Indoxacarb pertenece al grupo 22A Bloqueadores del canal de sodio dependiente del voltaje,
segun la clasificaciéon que hace IRAC (2016). Bloquean los canales de sodio causando el colapso
del sistema nervioso del insecto y su paralisis, seguido del cese de la alimentacion y muerte del
insecto. Los canales de sodio estan implicados en la propagacion de potenciales de accién a lo
largo de los axones nerviosos. La molécula de indoxacarb no es la responsable directa de la
actividad insecticida, sino que tras sufrir una reaccién metabdlica en el tracto digestivo del
insecto, se produce un proceso de N-decarbometoxilacidon que lo transforma en un metabolito
activo, siendo este el que ejerce la accidn insecticida. Este proceso de transformacién se llama
bioactivacidn, y solo se produce de forma eficiente en orugas de lepidépteros, por lo que es un
insecticida altamente especifico frente a estas especies plaga. Indoxacarb esta registrado en
Espafia para el control de T. absoluta.

Semicarbazonas.

El insecticida metaflumizona pertenece a la familia quimica de las semicarbazonas. Segun la
clasificacion que hace IRAC (2016) pertenece al grupo 22B Bloqueadores del canal de sodio
dependiente del voltaje. Bloquea el flujo de iones de sodio a través de los canales especificos
del sistema nervioso central de los insectos, causando el colapso del sistema nervioso y la
pardlisis del insecto. Esta paralisis impide la alimentacidn del insecto a las pocas horas de su
aplicacion, provocando su muerte en las siguientes 24-72 horas (Aratjo Gongalves, 2010).

Metaflumizona es un insecticida no sistémico, con limitado movimiento translaminar y actua
por ingestion con una limitada actividad de contacto sobre los lepiddpteros, siendo este el
caso de T. absoluta. Es respetuoso con la fauna auxiliar, los polinizadores y el medio ambiente.
Esta registrado su uso en Espaiia para el control de T. absoluta.
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Diamidas.

Las diamidas son una nueva clase de insecticidas que presentan una alta eficacia frente a
lepiddpteros. El grupo de las diamidas lo componen los siguientes insecticidas: flubendiamida,
una diamida del &acido ftalico, y clorantraniliprol y ciantraniliprol, diamidas del &acido
antranilico.

Flubendiamida es un insecticida especifico para el control de lepidépteros. Tiene una elevada
persistencia en el cultivo, es compatible con los enemigos naturales y polinizadores, y actla
por ingestidn (Figura 1.39).
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Figura 1.39: Estructura quimica de flubendiamida (Lahm et al., 2005).

Clorantraniliprol actia fundamentalmente por ingestion y ligeramente por contacto. Tiene
actividad foliar y sistémica, y también es compatible con polinizadores y enemigos naturales.
Una diferencia entre clorantraniliprol y flubendiamida es que la actividad de flubendiamida
estad limitada a las larvas de lepiddpteros, mientras que clorantraniliprol es efectivo frente a
larvas y huevos (Lahm et al., 2009) (Figura 1.40).
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Figura 1.40: Estructura quimica de clorantraniliprol (Me: CH;) (Lahm et al., 2007).
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Por ultimo, ciantraniliprol es una diamida antranilica de segunda generacion, con un espectro
de accion mas amplio que clorantraniliprol. Actda sobre todo por ingestién pero también algo
por contacto, y tiene actividad larvicida, ovicida y adulticida. Presenta actividad foliar y
sistémica, y es moderadamente téxico frente a las abejas y enemigos naturales (Figura 1.41).
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Figura 1.41: Estructura quimica de ciantraniliprol (Barry et al., 2015).

Segun la clasificacion que hace IRAC (2016), las diamidas pertenecen al grupo 28 Moduladores
del receptor de la rianodina. Activan los receptores musculares de la rianodina, lo que provoca
contraccion y paralisis. Los receptores de la rianodina intervienen en la liberacién de calcio en
el citoplasma desde las reservas intracelulares, teniendo un papel critico en la funcidon
muscular. La contraccion de las células del musculo requiere una descarga regulada del calcio
desde los depdsitos internos en el citoplasma de la célula. Estos insecticidas se unen a los
receptores de la rianodina, causando una liberacidn incontrolada de calcio y por tanto, el
agotamiento de las reservas de las células musculares, impidiendo la contraccién muscular. Los
insectos cesan rdpidamente de alimentarse, muestran letargo, regurgitacion y paralisis
muscular, produciéndose por ultimo su muerte (Figura 1.42).
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Figura 1.42: Modo de accion de las diamidas (DuPont, 2017).

En la actualidad, el insecticida clorantraniliprol estd registrado en Espafia para el control de T.
absoluta, mientras que flubendiamida y ciantraniliprol no estan registrados para su uso en
Espafia frente a T. absoluta. Flubendiamida fue retirado del mercado europeo para su uso en
T. absoluta a principios del ano 2017. Ciantraniliprol esta registrado en algunos paises de
Ameérica, Asia y Oceania. En Europa esta pendiente de registro, pero obtuvo una extensién de
autorizacién para uso menor de 120 dias en el Reino Unido contra Plutella xylostella Linnaeus
(Lepidoptera: Plutellidae). En Espafia, ciantraniliprol ha obtenido una autorizacién de uso
excepcional en la campafia 2017 para su utilizacidn en los cultivos de ajo y cebolla en Castilla-
La Mancha, Comunidad Valenciana, Catalufia y Navarra contra Delia antiqua Meigen (Diptera:
Anthomyiidae), y también ha obtenido una autorizacién de uso excepcional para el control de
la mosca de la col, Delia radicum Linnaeus (Diptera: Anthomyiidae), en los cultivos de brécoli,
coliflor, col y coles de Bruselas, en las Comunidades Autdnomas de Navarra, La Rioja, Catalufia,
Extremadura (periodo de validez del 15 de julio al 15 de octubre de 2017) y Regidn de Murcia
(del 1 de septiembre al 29 de diciembre de 2017).

Azadiractin.

Azadiractin es un insecticida biorracional que se extrae del arbol de Nim Azadirachta indica A.
Juss (Sapindales: Meliaceae) y se puede emplear en agricultura ecolégica (Tomé et al., 2013).
Actua por contacto e ingestion, y también presenta una buena accién sistémica. Esta clase de
insecticida se cree que inhibe la formacién de la ecdisona, que es la principal hormona
responsable de la muda de los insectos, interfiriendo en el proceso de cambio de estado de
desarrollo del insecto, poseyendo ademdas un efecto antialimentario, de repelencia, de
confusion sexual e inhibitorio de la oviposicion de las hembras. IRAC (2016) clasifica a este
insecticida dentro del grupo UN Compuestos de modo de acciéon desconocido o incierto. Es
compatible con la fauna auxiliar, presenta baja toxicidad frente a polinizadores y estd
registrado en Espaia para el control de T. absoluta.
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1.3. Resistencia a insecticidas

1.3.1. Definicién y tipos de resistencia

IRAC (2014) define la resistencia a insecticidas como “un cambio heredable en la sensibilidad
de una 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”. IRAC considera que esta definicidn de la resistencia es la mas precisa
y prdctica de cara a los agricultores y productores. Ademas, afiade a su definicion que una
situacién de resistencia se puede alcanzar debido a un “uso abusivo” o “mal uso” de un
insecticida o acaricida en el control de una plaga, dando lugar a la seleccidon de individuos
resistentes y la resultante evolucidn de esas poblaciones resistentes.

Existen otras definiciones de resistencia, como la que hace la FAO (2013) que define la
resistencia como un cambio genético en un organismo como respuesta a la seleccién por
sustancias téxicas. También habla del término “resistencia practica” como un cambio
heredable en la sensibilidad de la poblaciéon de una plaga, el cual se manifiesta por el fallo
repetido de un plaguicida con el fin de alcanzar el nivel de control deseado, cuando el
producto se usa de acuerdo a las recomendaciones de la etiqueta para esa plaga y donde los
problemas de almacenamiento del producto, aplicaciéon y condiciones inusuales climaticas y
ambientales pueden ser excluidos de las causas del fallo.

Por otro lado, la OMS (Brown et al., 1971) define la resistencia como el desarrollo de la
habilidad en una raza de insectos para tolerar dosis de téxicos que han demostrado ser letales
para la mayoria de los individuos en una poblacién normal de la misma especie.

Existen diferentes tipos de resistencia:

Resistencia simple: aquella en la que una poblacion de una plaga puede tener un Unico

mecanismo de resistencia.

Resistencia cruzada: puede ser positiva o negativa. La resistencia cruzada positiva ocurre

cuando una plaga que desarrolla resistencia a un plaguicida adquiere un mecanismo de
resistencia determinado, y este le puede conferir resistencia a otros plaguicidas, que puede
gue no se hayan aplicado nunca contra esa plaga. Monge (1986) define resistencia cruzada
positiva como “la resistencia que se genera en los insectos a un determinado plaguicida y a
otros que no se han aplicado, pero que tienen forma de accién o de detoxificacién similares”.

A veces, algunos mecanismos de resistencia pueden afectar a compuestos que pertenezcan a
diferentes grupos quimicos. Por ejemplo, tanto el DDT y los piretroides son afectados por el
gen kdr, que interfiere con el canal de sodio en las células nerviosas. Un uso intensivo de
piretroides en una poblacién, que ha tenido un problema anterior de resistencia con DDT,
puede resultar en el desarrollo de la resistencia de la poblacidn a los piretroides (FAO, 2013).
Otro ejemplo es la resistencia cruzada que existe entre carbamatos y organofosforados por la
seleccidn de la “acetilcolinesterasa insensible” (Bisset et al., 1990).
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Por otro lado, la resistencia cruzada negativa ocurre cuando al emplear un plaguicida vy
aumentar la resistencia a este en una determinada plaga, al mismo tiempo le confiere una
mayor susceptibilidad a otro plaguicida.

Resistencia _multiple: este tipo de resistencia se da cuando dos o mas mecanismos de

resistencia estan operando en el mismo insecto. Cuando dos mecanismos de resistencia
actuan sobre un mismo insecticida, el nivel de resistencia es frecuentemente mucho mayor
gue la adicién simple de los niveles de resistencia conferidos por ambos mecanismos de forma
independiente. El término de resistencia multiple no necesariamente implica el término de
resistencia cruzada, debido a que un insecto puede ser resistente a dos o mas insecticidas, y
cada resistencia puede ser atribuida a diferentes mecanismos (Bisset, 2002). Un ejemplo seria
el de Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae), que ha desarrollado resistencia a
diferentes clases de insecticidas en los ultimos 60 afios (Bass et al.,, 2014), por medio de al
menos siete mecanismos de resistencia diferentes.

1.3.2. Factores que influyen en la resistencia

Segun la FAO (2013) son tres los grupos de factores que afectan el desarrollo de la resistencia a
los insecticidas en una plaga: la composicién genética de esta, su biologia y los factores
operacionales. Estos ultimos incluyen las practicas agricolas y las caracteristicas del insecticida
y su aplicacién. A continuacidn se detallan los factores que influyen dentro de cada grupo:

Factores genéticos.

- Aparicion de genes de resistencia

- Numero de mecanismos de resistencia

- Frecuencia de los genes de resistencia

- Predominio de los genes de resistencia

- Capacidad de adaptacién de los individuos resistentes
- Proteccién aportada por los genes de resistencia

- Resistencia cruzada

- Seleccién pasada

- Genes reguladores

Lidia Garcia Vidal 35



INTRODUCCION

Factores bioldgicos.

- Tamaiio de la poblacién

- Potencial reproductivo

- Tasa de generacién

- Tipo de reproduccién

- Dispersion

- Metabolismo de los insecticidas

- Numero de sitios de accion del insecticida

- Rango de hospedantes de la plaga

Factores operacionales.

- Actividad del espectro del insecticida
- Dosis de aplicacion del insecticida

- Cobertura de aplicacion

- Regularidad

- Frecuencia del tratamiento

- Presencia de plagas secundarias

- Estadios de vida tratados con los insecticidas indicados
- Proporcidn de la poblacién tratada

- Persistencia

- Numero de cultivos tratados

- Secuencia de cultivos

- TActicas de control de plagas

- Ningun efecto sobre el objeto de control (efecto o no sobre los enemigos naturales)

1.3.3. Mecanismos implicados en la resistencia

En la actualidad se conocen cuatro tipos diferentes de mecanismos que las plagas pueden
desarrollar para llegar a ser resistentes a los insecticidas:

Resistencia por comportamiento: esta resistencia se da cuando los insectos evitan el contacto

con el insecticida, ya sea por repulsidon de las zonas tratadas o por abandono de estas zonas
hacia zonas sin tratar. Este mecanismo no es muy importante, pero influye en la disminucién
de la efectividad del insecticida. Ademas, no confiere al insecto una resistencia real, ya que los
individuos no llegan a estar en contacto con el insecticida, y tampoco genera unos niveles
elevados de resistencia.
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Resistencia por penetracion reducida: cuando los insectos son capaces de desarrollar una

cuticula que impide o retarda la penetracién del insecticida por contacto. Es un mecanismo
gue protege frente a varios insecticidas, pero no confiere elevados niveles de resistencia en los
individuos.

Resistencia_metabdlica: es el mecanismo de resistencia mds comun entre los insectos y el

causante de la mayoria de los casos de resistencia en las plagas agricolas. Los insectos, asi
como otros animales, plantas y hongos, poseen enzimas de detoxificacion que degradan
cualquier téxico al que puedan estar expuestos. Estas enzimas son capaces de metabolizar los
insecticidas a productos no toxicos y facilmente excretables, con el fin de rebajar la dosis de
insecticida a niveles subletales. Esta degradacién por parte de las enzimas depende de la
naturaleza quimica del insecticida, es decir, que afecta de igual manera a insecticidas con
estructuras quimicas similares, y por tanto, confiere resistencia a insecticidas con distinto
modo de accién.

Existen estudios de detoxificacion en insectos que demuestran que la versatilidad en la
adaptacion de los insectos a su medio se debe al fendmeno de induccién, proceso en el cual un
estimulo quimico impulsa la actividad del sistema de detoxificacién mediante la produccién de
enzimas adicionales (Bisset, 2002).

Segln Sotolongo et al. (1988), en el interior del organismo del insecto, el insecticida sufre una
serie de reacciones mediante las cuales logra grupos funcionales que le permiten en una
segunda fase, conjugarse con sustancias endégenas y originar compuestos mas polares de
menor solubilidad en lipidos y mas facilmente excretables. No siempre es necesario que el
insecticida se transforme mediante reacciones de la primera fase, ya que en su estructura
puede tener grupos funcionales que le permitan experimentar directamente las reacciones de
la segunda fase.

Existen tres clases de enzimas de detoxificacion: las P450 monooxigenasas (que metabolizan la
materia activa del insecticida mediante oxidaciones), las esterasas (mediante hidrélisis) y las
glutation S-transferasas (mediante conjugaciones).

- P450 monooxigenasas. El complejo enzimdtico citocromo P450 monooxigenasa es el
principal responsable del metabolismo oxidativo de los xenobioticos. Muestra una
gran versatilidad funcional, debido a que es capaz de catalizar una gran variedad de
procesos y metabolizar un elevado nimero de sustratos. Interviene en reacciones de
oxidacion, hidrélisis, hidratacion y reduccién (Conney, 1986; Okey, 1990). Este grupo
de enzimas se caracteriza por tener su maxima absorcion de luz a los 450 nm, y por
utilizar el NADPH para reducir el oxigeno molecular hasta agua, a la vez que incorpora
un atomo de oxigeno al sustrato (Omura et al., 1964). Asimismo, estas enzimas estan
implicadas en muchos casos de resistencia metabdlica, ya que detoxifican insecticidas
organofosforados, piretroides y DDT entre otros (Casida, 1970).
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- Esterasas. Estas enzimas se encargan de romper los enlaces éster en alcoholes y acidos
por medio de una reaccion de hidrdlisis. Muchas de las enzimas esterasas pertenecen
a la familia de las carboxilesterasas, las cuales son capaces de hidrolizar una gran
variedad de sustratos con diferentes caracteristicas quimicas (Punta et al., 2012). Un
amplio rango de insecticidas contienen enlaces éster, por lo que pueden ser
hidrolizados por la actividad de las enzimas esterasas (Sogorb et al, 2002). Estas
enzimas estan implicadas en la degradacién de carbamatos, organofosforados y
piretroides (Terriere, 1984; Bisset, 2002). Mediante la acciéon de estas enzimas, el
insecticida es degradado a productos mas hidrosolubles y faciles de excretar por el
insecto.

- Glutation S-transferasas. Son una familia de enzimas que catalizan la conjugacién del
glutation enddgeno a una variedad de compuestos electrofilicos, protegiendo las
macromoléculas bioldgicas, como las proteinas y acidos nucleicos, de las
consecuencias toxicas de una reaccidon covalente con el insecticida. Ademas, han sido
implicadas en la detoxificacién y biotransformacidon de muchos xenobidticos, incluidos
varios carcinégenos y medicamentos. La conjugacion incrementa la solubilidad del
compuesto insecticida facilitando su excrecién (Board et al.,, 1994). Estas enzimas se
clasifican segun la reaccién que catalizan como alquil, aril y epoxitransferasas (Terriere,
1984). Las transferasas del glutation son importantes en la detoxificaciéon de
organofosforados y proporcionan la forma mas importante de resistencia metabdlica
al DDT a través de la dehidroclorinacion al DDE en insectos (Brattsten et al., 1986;
Lalah et al., 1995).

Resistencia en el punto de accidén: este mecanismo de resistencia es, después del metabdlico,
el mas comun en los insectos, y se produce cuando los insectos resistentes tienen alterado el
sitio donde actua el insecticida. De esta forma, se elimina o se reduce la accidn del insecticida,
dando lugar a niveles de resistencia muy elevados y resistencias cruzadas para otros
insecticidas que actlen en el mismo punto de accion.

Cada insecticida tiene un sitio en el insecto donde actla provocando su efecto plaguicida. Un
insecto resistente tiene ese punto de accidn alterado por una mutacién genética, la cual
impide el acoplamiento del insecticida y por tanto su efecto en el insecto. Cuando se da este
tipo de mecanismo de resistencia en el insecto, se recomienda alternar insecticidas que tengan
diferentes modos de accién (Bielza, 2010).
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Hay cuatro sitios de accidn principales donde el insecticida actua en el interior del insecto:

- Acetilcolinesterasa (AChE). La AChE modificada es menos eficiente al hidrolizar su
sustrato que una enzima normal, por lo que la alteracién en los sitios activos provoca
una disminucién en la reactividad con el inhibidor. Los estudios de inhibicién indican
que el acceso a los centros cataliticos de la enzima modificada es restringido por un
cambio en su conformacion (Voss et al., 1965; Smissaert et al., 1970). Cambios en este
sitio de accién producen un amplio espectro de resistencia a la mayoria de los
organofosforados y carbamatos (Bisset, 2002). Por ejemplo, es el mecanismo de
resistencia de pirimicarb en Phorodon humuli (Schrank) (Hemiptera: Aphididae) y en
M. persicae, y es responsable de la resistencia en Tetranychus urticae Koch
(Prostigmata: Tetranychidae) (FAO, 2013).

- Canal de sodio en las células nerviosas. Los canales de sodio dependientes de potencial
son proteinas transmembranales que permiten el paso de iones sodio a través de la
membrana celular, y estdn implicados en la propagacion de potenciales de accién a lo
largo de los axones nerviosos. Una alteracidn en los canales de sodio de las células
nerviosas de los insectos da lugar a una reducida sensibilidad en el sistema nervioso de
estos. Este tipo de resistencia se le conoce como resistencia de choque o knockdown
(Bisset, 2002). Este es un mecanismo comun en la resistencia al DDT y a los piretroides,

y se ha detectado en multiples plagas de insectos, como en M. persicae, y también en
Anopheles gambiae (Giles) (Diptera: Culicidae) y Blattella germanica Linnaeus

(Blattodea: Blattellidae) (FAO, 2013).

- Receptores GABA (Acido Amino Butirico). El GABA es el principal neurotransmisor
inhibitorio en el sistema nervioso de insectos, y actla a través de un receptor
formando un complejo macromolecular con sitios de unién al GABA y a otras
sustancias. Este complejo forma un canal en la membrana celular, en donde al unirse
el GABA al receptor, fluye una corriente de iones cloro modificando el potencial
eléctrico de las células. Estos receptores son también el punto de unién de algunos
insecticidas derivados del ciclodieno, los cuales impiden el funcionamiento normal del
GABA (French-Constant et al., 1993).

- Receptor nicotinico de la acetilcolina (nAChR). Los receptores nicotinicos de
acetilcolina son proteinas receptoras que responden al neurotransmisor acetilcolina.
Se localizan en el sistema nervioso central y periférico, el musculo y otros tejidos de
muchos organismos, incluidos los humanos. En la uniéon neuromuscular, son el
receptor primario en el musculo para la comunicacion motora-nerviosa que controla la
contraccion muscular. En el sistema nervioso periférico, transmiten sefiales salientes
desde el presinaptico a las células postsindpticas dentro del sistema nervioso
simpatico y parasimpatico, y son los receptores del musculo esquelético que reciben la
liberacion de acetilcolina para sefalar la contraccién muscular (Lu et al., 2014). En
insectos, el sistema colinérgico se limita al sistema nervioso central (Yamamoto, 1999).

Lidia Garcia Vidal 39



INTRODUCCION

Se han descrito mutaciones en este receptor que confieren resistencia a
neonicotinoides en M. persicae (Bass et al., 2014) y a spinosad en Frankliniella
occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) (Bielza, 2008).

1.4. Resistencia de T. absoluta a insecticidas

Debido al elevado potencial reproductivo de T. absoluta, y su capacidad para completar un
ciclo generacional en apenas un mes si las condiciones ambientales son favorables, le
convierte en una plaga muy proclive a desarrollar resistencia a los insecticidas empleados para
su control. Ademas, este riesgo de desarrollo de resistencia se incrementa cuando el manejo
se realiza mediante control quimico casi exclusivamente y empleando un ndmero limitado de
insecticidas, aumentando por tanto la presién de seleccidn sobre la plaga.

En los ultimos 20 afios, diferentes autores han estudiado la resistencia a piretroides,
organofosforados, abamectina, cartap e insecticidas reguladores del crecimiento en
poblaciones sudamericanas y europeas de T. absoluta (Salazar et al., 1997; Siqueira et al.,
2000a, 2000b; Salazar et al., 2001; Siqueira et al., 2001; Lietti et al., 2005; Silva et al., 2011;
Haddi et al., 2012; Campos et al., 2014; Silva et al., 2015; Haddi et al., 2017).

En el afio 2016, se encontraron los primeros casos de poblaciones de T. absoluta que
presentaban una moderada resistencia a emamectina benzoato (Roditakis et al., 2017b). En
este trabajo se bioensayaron poblaciones griegas e italianas 16 y 35 veces, respectivamente,
mas resistentes que sus poblaciones susceptibles de referencia.

Por otro lado, se han encontrado poblaciones europeas de T. absoluta con valores moderados
de resistencia a metaflumizona (Roditakis et al., 2013a; Karaagag, 2015). Asimismo, Yalgin et al.
(2015) encontraron poblaciones de campo procedentes de Turquia muy resistentes a
metaflumizona, y en 2017, Roditakis et al. (2017a) mostraron resultados de una poblacion de
campo griega que presentaba una elevada resistencia a metaflumizona, siendo 17 veces mas
resistente que su poblacidon susceptible.

Con respecto a la resistencia de T. absoluta a indoxacarb, en 2011 aparecieron los primeros
casos de poblaciones brasilefias de T. absoluta con moderados niveles de resistencia a
indoxacarb, siendo 28 veces mas resistentes que su poblacidn susceptible de referencia (Silva
et al, 2011). En 2013 se encontraron poblaciones griegas ligeramente resistentes a
indoxacarb, con una variabilidad de 10,1 (Roditakis et al., 2013a), y poblaciones italianas
moderadamente resistentes, con una variabilidad de 11,6 (Roditakis et al., 2013b). A partir del
afio 2015, comenzaron a aparecer poblaciones de T. absoluta que presentaban una elevada
resistencia a indoxacarb. Por ejemplo, Yalcin et al. (2015) encontraron poblaciones de campo
de T. absoluta procedentes de Turquia con elevada resistencia a indoxacarb, y una variabilidad
de 8 veces entre la poblacion mas resistente y la mds susceptible. Por otro lado, en 2017 se
publicaron resultados de poblaciones griegas ligeramente resistentes a indoxacarb, con una
variabilidad de 23 veces entre poblaciones (Roditakis et al., 2017a).
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Existen varios trabajos sobre la resistencia a spinosad en T. absoluta. Silva et al. (2011)
publicaron los primeros datos sobre poblaciones brasilefias ligeramente resistentes a spinosad,
con una variabilidad de casi 5 veces entre la poblacion mas susceptible y la mas resistente.
También en 2012, se publicaron datos sobre poblaciones turcas que presentaban cierta
resistencia a spinosad, con una variabilidad de 5 entre poblaciones (Dagli et al., 2012). Sin
embargo, en el afio 2016 aparecen poblaciones de T. absoluta bastantes resistentes a
spinosad. Silva et al. (2016b) encontraron poblaciones brasilefas resistentes a spinosad, que
presentaban una variabilidad de 294 veces entre la poblacion mas susceptible y la mas
resistente. Mientras que Berger et al. (2016) encontraron poblaciones de campo procedentes
de distintos paises (Espafa, Italia, Brasil y Portugal) ligeramente resistentes a spinosad y con
una variabilidad entre poblaciones de 8 veces.

En los ultimos afios han aparecido poblaciones de T. absoluta con elevada resistencia a los
insecticidas diamidas clorantraniliprol y flubendiamida. Roditakis et al. (2015) encontraron
poblaciones griegas ligeramente resistentes a clorantraniliprol y flubendiamida, y poblaciones
italianas que presentaban una elevada resistencia a clorantraniliprol (hasta una variabilidad de
mas de 2000 con respecto a su poblacion susceptible) y a flubendiamida (con una variabilidad
de 1700 veces). Igualmente en 2015, se publicaron resultados sobre poblaciones turcas de T.
absoluta con cierta resistencia a clorantraniliprol (Karaagag, 2015; Yalcin et al., 2015).

En 2016, Silva et al. (2016a) hallaron poblaciones brasilefias con elevados niveles de resistencia
a clorantraniliprol (con una variabilidad de 315500 veces con respecto a su poblacion
susceptible), y a flubendiamida (con una variabilidad de casi 80000 veces). En 2017, Roditakis
et al. (2017a) mostraron resultados de una poblacién de T. absoluta procedente de Grecia
resistente a clorantraniliprol, con una variabilidad de 519 veces con respecto a su poblaciéon
susceptible de referencia.

Con respecto a la diamida ciantraniliprol, hasta la fecha se ha detectado resistencia en
poblaciones brasilefias de T. absoluta, que presentaban una variabilidad de 18700 veces con
respecto a su poblacidon sensible (Silva et al., 2016a).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

Desde la aparicion de Tuta absoluta (Meyrick) en Espafia en el afio 2006 y su rapida expansion
a otros paises de Europa, esta plaga se ha mostrado muy invasiva y voraz, considerandose una
de las mas importantes y devastadoras del cultivo del tomate. En la actualidad, se sigue la
tendencia de combinar varios métodos de control en campo, los cuales puedan integrarse en
un programa de Gestidon Integrada de Plagas (GIP). El control quimico es un método muy
eficaz contra T. absoluta, por lo tanto es importante comprobar la eficacia de los productos
autorizados para su control y desarrollar una buena estrategia anti-resistencias para T.
absoluta en el cultivo del tomate.

2.2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es estudiar las bases de la resistencia a los insecticidas
clorantraniliprol, ciantraniliprol, flubendiamida, spinosad e indoxacarb en T. absoluta, con el
fin de desarrollar una estrategia de manejo de la resistencia a estos insecticidas.

Asi, se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la linea base de susceptibilidad de poblaciones de campo de T. absoluta a los
insecticidas clorantraniliprol, flubendiamida, ciantraniliprol, spinosad e indoxacarb, y
su evolucién.

2. Evaluar cémo afecta el estado de desarrollo larvario de T. absoluta en la
susceptibilidad a los insecticidas anteriormente citados.

3. Obtener dos poblaciones de T. absoluta resistentes a los insecticidas diamidas
clorantraniliprol y ciantraniliprol, mediante un proceso de seleccién en el laboratorio.

4. Determinar si existen resistencias cruzadas entre las diamidas clorantraniliprol y
ciantraniliprol, y entre estas y otros insecticidas de uso en T. absoluta, en dos
poblaciones seleccionadas a clorantraniliprol y ciantraniliprol.

5. Conocer qué mecanismo de resistencia estd implicado en la resistencia a
clorantraniliprol y a ciantraniliprol en T. absoluta.

6. Estudiar las resistencias cruzadas entre spinosad y los insecticidas clorantraniliprol,
ciantraniliprol, flubendiamida, indoxacarb y emamectina benzoato, en una poblacién
de T. absoluta resistente a spinosad.

7. Determinar si la resistencia a spinosad en T. absoluta se debe a un mecanismo de
resistencia metabdlico.
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3.1. Cria de Tuta absoluta (Meyrick)

La cria de T. absoluta en el laboratorio se realiza en el interior de unas jaulas de cria en donde
se introducen plantas de tomate libre de tratamientos con insecticidas, para poder realizar el
mantenimiento de las diferentes poblaciones de T. absoluta que se encuentran en el
laboratorio.

3.1.1. Jaulas de cria

Las jaulas de cria que se utilizan para el mantenimiento de las poblaciones de T. absoluta se
realizan empleando dos bandejas de polipropileno negras, con tamafio de 8,5 cm de alto, 56,5
cm de ancho y 41,5 cm de fondo. A una de estas bandejas se le ancla, mediante el uso de
bridas, una estructura de malla de cuadros de plastico blanco, cuyo tamafio de cuadro es de
2,5 cm de largo y 2,5 cm de ancho. Las dimensiones de la jaula de cria una vez montada son de
50 cm de alto, 52 cm de ancho y 37 cm de fondo. Sobre la estructura de la jaula se coloca una
funda de nytal (malla anti-trips con didmetro de 150 micras) con una cremallera en la parte
mas ancha de la jaula. Esta funda se realiza a medida, y permite la aireacion en el interior de la
jaula, y a la vez evita la salida del interior de individuos de la poblacién y entrada del exterior
de cualquier insecto. La cremallera de la funda facilita el acceso al interior de la jaula,
pudiendo introducir y retirar plantas de tomate e individuos con facilidad. Por ultimo, toda la
estructura de la jaula con la funda se coloca sobre una segunda bandeja negra, con el fin de
sujetar bien la funda y conseguir que toda la estructura sea lo mas hermética posible (Figuras
3.1y3.2).

Figura 3.1: Jaula de cria de T. absoluta (Fuente propia).

Lidia Garcia Vidal 61



MATERIAL Y METODOS GENERALES

Figura 3.2: Material empleado para las jaulas de cria de T. absoluta (Fuente propia).

3.1.2. Material vegetal

Las plantas de tomate empleadas para la cria de las poblaciones de T. absoluta proceden de un
invernadero situado en la Estacion Experimental Agroalimentaria Tomds Ferro, perteneciente a
la Universidad Politécnica de Cartagena y dependiente de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agrondmica. Semanalmente, se siembran semillas de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Bobcat) en una cdmara de cultivo situada en el laboratorio asignado al
grupo de investigaciéon de Proteccién de Cultivos. Cuando las plantas de tomate tienen una
altura aproximada de entre 15-20 cm de alto, se llevan al invernadero para conseguir un
crecimiento mas rdpido de la planta y fortalecer su tallo. En ningdn momento se aplica
tratamiento fitosanitario a las plantas de tomate previo a su utilizacion en el laboratorio
(Figura 3.3).

Figura 3.3: Plantas de tomate empleadas para la cria de T. absoluta (Fuente propia).
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3.1.3. Mantenimiento de las poblaciones de T. absoluta

Todas las semanas se introducen plantas de tomate limpias en cada una de las jaulas de cria de
T. absoluta. La cantidad de planta de tomate que se emplea para la cria semanal varia en
funcidn de la que necesite cada poblacién para su mantenimiento. Todas las plantas de tomate
gue se introducen en las jaulas de cria son regadas. Cada jaula puede alojar entre 9-12 plantas
de tomate (Figura 3.4). Cuando las larvas se han alimentado de todo el meséfilo de las hojas, y
las jaulas de las poblaciones estan ocupadas totalmente con planta, se corta la parte aérea que
todavia puede contener algunas larvas y crisalidas, se deja en el interior de las jaulas y se sacan
todas las macetas vacias, con el fin de introducir nueva planta de tomate para alimentar la
poblacién. Esta parte aérea se mantiene en el interior de las jaulas no mas de una semana,
tiempo suficiente para que de las crisdlidas que puedan permanecer en la parte aérea emerjan
los adultos, y al mismo tiempo las larvas se pasen a otra planta de tomate limpia. Con esta
metodologia también se evita que aparezca moho en el interior de las jaulas. La turba de las
macetas vacias que se extraen de las jaulas se desecha y las macetas se congelan a 182C bajo
cero durante 24 horas, debido a que en los bordes de las macetas pueden encontrarse
crisdlidas de T. absoluta, y posteriormente puede emerger el adulto y contaminar planta limpia
de tomate.

Cada jaula de cria estd identificada con el nombre de la poblacidn de T. absoluta que le
corresponda, y cada una de las poblaciones tendra tanto adultos, como larvas y crisalidas en su
interior (Figura 3.5).

Las mismas jaulas deben ser usadas para las mismas poblaciones, con el fin de no mezclar
individuos de poblaciones distintas. Por ello, cuando una jaula se vacie totalmente de planta e
individuos, debe desinfectarse con alcohol y dejarla en cuarentena, hasta su nuevo uso.

Todas las jaulas de cria se situan en unas estanterias en el laboratorio, bajo una pantalla de luz
con dos tubos fluorescentes, uno de luz de crecimiento y el otro de luz normal, con
fotoperiodo de 16/8 (luz/oscuridad). La temperatura en el laboratorio para la cria es de 25+29C
y la humedad relativa es de 60+5% (Figura 3.6).

Figura 3.4: Jaula de cria de una poblacion de T. absoluta (Fuente propia).
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Figura 3.6: Disposicion de las jaulas de cria de T. absoluta en el laboratorio (Fuente propia).

3.2. Poblaciones de campo de T. absoluta

Las poblaciones de T. absoluta empleadas en este trabajo fueron recolectadas en diferentes
paises mediterraneos (Tabla 3.1). Todas las poblaciones fueron recolectadas en invernaderos
de tomate, y en todos los casos se recogieron hojas de tomate con larvas de T. absoluta en su
interior. Para algunas poblaciones también se recogieron frutos de tomate que presentaban
dafios por T. absoluta. En el momento de su llegada al laboratorio, todo el material vegetal
infectado se coloca en una jaula de cria con planta de tomate limpia. Seguidamente, se
identifica la jaula con el nombre de la poblaciéon y se ubica en una de las estanterias del
laboratorio bajo las pantallas de luz. Para la poblacién Mixta, se introdujeron adultos de
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diferentes poblaciones que estaban entonces en el laboratorio (Aguilas, Canarias, Tudela,
Gallegol, Foggia, Nijar y Charneca), en una jaula de cria con planta de tomate limpia. Esto se
realizé con el fin de mezclar adultos de diferentes poblaciones de T. absoluta entre ellos y
fundar una poblacién mezcla.

Tabla 3.1: Origen de las distintas poblaciones de T. absoluta recolectadas.

Poblacion Origen Fecha de recoleccion Cultivo
Abaran Murcia (Espafia) Marzo 2010 Tomate
Almeria Almeria (Espafia) Mayo 2010 Tomate
Canarias Las Palmas de Gran Canarias (Espafia) Mayo 2010 Tomate

Nijar Almeria (Espafia) Mayo 2010 Tomate

Gallego1l Murcia (Espafia) Mayo 2010 Tomate

Biancavilla Sicilia (ltalia) Julio 2010 Tomate
Tudela Navarra (Espafia) Septiembre 2010 Tomate
Boavista Oporto (Portugal) Septiembre 2010 Tomate
Charneca Lisboa (Portugal) Septiembre 2010 Tomate
Aguilas Murcia (Espafia) Enero 2011 Tomate

Foggia Foggia (Italia) Marzo 2011 Tomate

Mazarrén Murcia (Espafia) Julio 2012 Tomate
Fossano Fossano (Italia) Julio 2012 Tomate
Francia Villenueve de la Raho (Francia) Septiembre 2012 Tomate

Grecia Heraklion (Grecia) Noviembre 2012 Tomate
Peloponeso Peloponeso (Grecia) Mayo 2013 Tomate
Pomodoro Milan (Italia) Junio 2013 Tomate

Mixta Mezcla Octubre 2013 Tomate

Gallego2 Murcia (Espafia) Septiembre 2014 Tomate

Villaverde Mérida (Espafia) Octubre 2014 Tomate
Calnegre Murcia (Espaiia) Noviembre 2014 Tomate
Mojonera Almeria (Espafia) Noviembre 2014 Tomate

Sicilia Sicilia (Italia) Diciembre 2014 Tomate

Almerial5 Almeria (Espafia) Mayo 2015 Tomate

La Caiiada Almeria (Espafia) Julio 2015 Tomate
La Palma Murcia (Espafia) Agosto 2015 Tomate
Sannito Sicilia (ltalia) Mayo 2016 Tomate
Frasanito Sicilia (Italia) Mayo 2016 Tomate

Mazarrén2 Murcia (Espafia) Junio 2016 Tomate

Portugall Estremadura (Portugal) Julio 2016 Tomate
Totana Murcia (Espafia) Julio 2016 Tomate

Portugal2 Estremadura (Portugal) Octubre 2016 Tomate
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3.3. Insecticidas

Para la realizacién de los bioensayos de susceptibilidad y los bioensayos de seleccién de
resistencia, se han empleado 4 insecticidas registrados en Espafia para el control de T.
absoluta en tomate: clorantraniliprol, spinosad, indoxacarb y emamectina benzoato. También
se han usado dos insecticidas actualmente no registrados en Espafia para T. absoluta,
flubendiamida y ciantraniliprol (Tabla 3.2 y Figura 3.7).

Tabla 3.2: Insecticidas empleados.

MATERIA NOMBRE CASA DOSIS DE
ACTIVA COMERCIAL  COMERCIAL CAMPO (mgL™)

GRUPO IRAC

Clorantraniliprol Clorantraniliprol

T . 28 Diamidas 35% WG Altacor DuPont 35
Ciantraniliprol N Ciantraniliprol .
28 D B DuP 1
Teera) 8 Diamidas 10,26% OD enevia uPont 00
o . Flubendiamida Bayer
Flubendiamida 28 Diamidas 24% WG Fenos e e 60
Spinosad 5 Spinosines  Spinosad 48% SC  Spintor 480 SC DO\.N 120
AgroScience
22A Indoxacarb 30%
Indoxacarb Oxadiacinas WG Steward DuPont 60
Emamectina 6 Emamectina Syngenta
benzoato Avermectinas benzoato Affirm yAgro 1
0,855% SG &

IDuPonl“ Ben

Figura 3.7: Insecticidas empleados (Elaboracion propia).
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3.4. Bioensayos

En este apartado se describen los diferentes tipos de bioensayos que se llevan a cabo con las
distintas poblaciones de T. absoluta. Segun los resultados que se pretendan obtener se
realizard un tipo de bioensayo u otro.

Previo al desarrollo de todos los tipos de bioensayos (bioensayos de susceptibilidad, seleccién
de resistencias y bioensayos con sinergistas) se realiza una etapa de oviposicion de los adultos
de T. absoluta. Una vez elegida la poblacion de T. absoluta a bioensayar, se aspiran todos los
adultos de la jaula de cria con ayuda de un aspirador entomolégico (Figura 3.8), y se colocan
en otra jaula de cria con planta de tomate limpia, con el fin de que realicen la oviposicion en la
planta limpia de tomate. Transcurridas 72 horas, los adultos son aspirados de nuevo y se
introducen en su jaula de cria original, teniendo una jaula con planta de tomate y huevos de la
poblacién de T. absoluta que se desea bioensayar. Con este paso previo, se pretende conseguir
una cantidad de larvas suficientes, y en el mismo estadio larvario, para la realizacién de los
bioensayos. Todos los bioensayos se realizan con larvas en estadio 2 (L2) de T. absoluta,
excepto los bioensayos de susceptibilidad con larvas en estadio 4 (L4). Tras 8-11 dias, en
funcién de la temperatura, tendremos las larvas en L2 para la realizacién de los bioensayos
(14-17 dias para los bioensayos con larvas L4).

Figura 3.8: Aspirador entomoldgico (Fuente propia).
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3.4.1. Bioensayos de susceptibilidad

Los bioensayos de susceptibilidad se realizan para conocer el nivel de susceptibilidad inicial
que tiene una poblacidn de T. absoluta a un determinado insecticida, y posteriormente
determinar la susceptibilidad basal o linea base de susceptibilidad de T. absoluta a los
diferentes insecticidas estudiados.

Para la realizacién de los bioensayos de susceptibilidad se sigue el método niumero 22 (versién
3) de IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) (IRAC, 2012) con pequefias
modificaciones para optimizar el método y asi adaptarlo a las condiciones del laboratorio. Este
método de bioensayo se desarrolld en nuestro laboratorio en las tareas iniciales del trabajo de
esta Tesis (Roditakis et al., 2013).

En primer lugar, se preparan las distintas concentraciones del insecticida en vasos de plastico
de un litro de capacidad. Todas las concentraciones se diluyen en agua destilada, y se realiza
una concentracién control solo con agua destilada. Se preparan entre 3 y 6 concentraciones de
insecticida en funcién de la cantidad de larvas disponibles. A cada concentracién y al control se
le afiade Tween20 (0,05% v/v) como agente humectante no idnico, para mejorar la
penetrabilidad del insecticida en la hoja de tomate. Todo este proceso se realiza en una
campana de extraccién, con un agitador magnético para mezclar bien las concentraciones
(Figuras 3.9y 3.10).

Figuras 3.9 y 3.10: Agitador magnético con varias concentraciones del insecticida y envase de
Tween20 (Fuente propia).
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A continuacion, se cortan 3 foliolos de tomate limpios por concentracion mas el control. Se
sumergen los foliolos en las distintas concentraciones durante 30 segundos, empezando por el
control y siguiendo el orden desde la menos concentrada hasta la mas concentrada. Una vez
mojados los foliolos, se colocan en unas gradillas con viales de plastico con agua, con el peciolo
del foliolo en el interior del vial, para evitar que los foliolos se deshidraten mientras absorben
el insecticida (Figura 3.11).

Figura 3.11: Foliolos de tomate tratados con insecticida, secandose en la campana de
extraccion (Fuente propia).

Una vez secos los foliolos, se van introduciendo uno a uno en una cajita de plastico
transparente, de dimensiones 4,5 cm de alto, 10 cm de ancho y 7 cm de fondo, y se les pone
un algodén humedo en el peciolo para que no se deshidraten. Cada cajita de plastico estd
marcada con su correspondiente nimero de concentracidon de insecticida empleada. Se
realizan 3 repeticiones por concentracién de insecticida y control, utilizando una cajita de
pldstico por cada repeticion (Figura 3.12).

Figura 3.12: Cajita de plastico y material empleado para los bioensayos de T. absoluta
(Fuente propia).
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A continuacién, se extraen las larvas L2 de las hojas de las plantas limpias de tomate, en las
cuales pusimos adultos de T. absoluta durante 72 horas para que pusieran huevos. Se emplea
pincel, pinza entomoldgica y bisturi para extraer las larvas de las galerias de las hojas, con el fin
de dafiar lo menos posible a las larvas. Se introducen 10 larvas en cada cajita de plastico y se
les pone su correspondiente tapadera, también transparente, previamente rotulada con la
concentracién de insecticida, el nimero de repeticion y el nombre de la poblacion de T.
absoluta bioensayada. Las tapaderas son agujereadas con un punzdén para evitar que en la
cajita no se condense la humedad. Se colocan 10 larvas por repeticiéon y se realizan 3
repeticiones por concentracién, con un total de 30 larvas por concentracién de insecticida y
control (Figuras 3.13 y 3.14).

Figuras 3.13 y 3.14: Cajjitas de plastico empleadas en los bioensayos, con foliolos de tomate
tratados con insecticida y larvas L2 de T. absoluta (Fuente propia).

El bioensayo se mantiene en el laboratorio en condiciones controladas de temperatura
(25%29C), humedad relativa (60+5%) y fotoperiodo (16/8 luz/oscuridad).

Transcurridas 72 horas, se lee el bioensayo y se diferencian entre larvas vivas, moribundas y
muertas. Se consideran larvas vivas aquellas que no se ven afectadas por el insecticida, se
mueven de forma coordinada y presentan color normal; larvas moribundas las que presentan
un crecimiento y desarrollo anormal, e incluso cambios en el color; y larvas muertas aquellas
gue no se mueven ni responden a ningun estimulo. Las moribundas se consideran muertas a la
hora del tratamiento de los resultados.

Para los bioensayos de susceptibilidad con larvas en estadio 4 (L4) de T. absoluta, en vez de
extraer las larvas en L2 de las hojas y colocarlas en las cajitas de bioensayo, se extraen las
larvas en L4 y se sigue el mismo desarrollo que para los bioensayos con larvas L2.
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3.4.2. Bioensayos de seleccidon de resistencias

Los bioensayos de seleccion de resistencias se llevan a cabo para seleccionar, en una poblaciéon
determinada de T. absoluta, la resistencia a un insecticida en el laboratorio de forma
controlada. Previo al desarrollo del bioensayo, se elige la poblacion de T. absoluta que se va a
seleccionar vy el insecticida que se va a emplear para conseguir la resistencia. La poblacién
escogida es sometida a tratamientos sucesivos con una concentracion de insecticida creciente
a la vez que vamos avanzando en la seleccion. En este caso, se bioensayan alrededor de 1000
larvas L2 en cada seleccion, y se va aumentando la concentracién de insecticida en las
sucesivas selecciones, o dentro de una misma seleccidon si fuera necesario, hasta obtener
mortalidades de entre 60-80% de los individuos.

En este tipo de bioensayo también se emplea el mismo método descrito anteriormente en el
apartado 3.4.1 de Material y Métodos Generales.

En primer lugar, se prepara la concentracion elegida para la seleccion, con agua destilada y
Tween20. En este caso, se cuentan las larvas L2 de la planta de tomate limpia empleada para la
oviposicion de los adultos, y se cortan los foliolos de tomate con las larvas L2 de T. absoluta en
su interior. Los foliolos con las larvas en el interior se sumergen durante 30 segundos en la
concentracion de insecticida y, posteriormente, se colocan en unas gradillas con viales de
pldstico con agua para que los foliolos absorban el insecticida sin deshidratarse.

Una vez secos los foliolos, se van introduciendo en unas cajitas de pldstico transparente
similares a las ya descritas en el apartado anterior, se les pone un algodén himedo en el
peciolo para que no se deshidraten y se les pone su correspondiente tapadera. Las tapaderas
se rotulan con la concentracidn de insecticida empleado y el nombre de la poblacién (Figuras
3.15,3.16y 3.17).

Figuras 3.15 y 3.16: Método de bioensayo de seleccion de resistencias (Fuente propia).
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Figura 3.17: Cajitas de plastico con foliolos de tomate tratados con insecticida y larvas L2 de
T. absoluta en su interior (Fuente propia).

El bioensayo se mantiene en el laboratorio en condiciones controladas de temperatura
(25£29C), humedad relativa (60+5%) y fotoperiodo (16/8 luz/oscuridad).

Transcurridas 96 horas, se lee el bioensayo, distinguiéndose entre larvas vivas, moribundas y
muertas. Las larvas vivas y moribundas se introducen en una jaula de cria con planta de tomate
limpia para que se multipliquen y asi poder continuar con la seleccidn.

Cuando se estima que se ha alcanzado el nivel de resistencia al insecticida deseado en una
poblacién seleccionada, se realiza un bioensayo de susceptibilidad, con un rango de
concentraciones del insecticida seleccionado y un control, para comprobar si la poblacién se ha
seleccionado correctamente. Cuando ya tenemos la poblacién seleccionada al nivel de
resistencia deseado, se mantiene en el laboratorio cridandola como el resto de poblaciones del
laboratorio, realizdndole cada 3 meses un tratamiento de recuerdo para mantener, a lo largo
del tiempo, el nivel de resistencia adquirido. Este recuerdo consiste en tratar, a una
concentracién del insecticida seleccionado que cause una mortalidad aproximada del 70% de
los individuos, planta de tomate limpia hasta punto de goteo con la ayuda de un pulverizador.
La planta se deja secar en la campana de extraccion y posteriormente se introduce en la jaula
de cria de la poblacién resistente al insecticida en cuestion (Figura 3.18).
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Figura 3.18: Tratamiento de recuerdo para el mantenimiento de la resistencias (Fuente
propia).

3.4.3. Bioensayos con sinergistas

Los bioensayos con sinergistas se llevan a cabo para determinar si la resistencia al insecticida
en una poblacién resistente es debida a una resistencia metabdlica por parte del insecto o no.
Al anadir el producto sinergista junto al insecticida, el insecticida puede incrementar su
actividad insecticida frente al insecto, debido a que el sinergista inhibe las enzimas de
detoxificacion del insecto.

Son tres los sinergistas empleados en este trabajo: butéxido de piperonilo (PBO), S,S,S tributil
fosforotritioato (DEF) y dietil maleato (DEM). El PBO inhibe el citocromo P450 (enzimas P450
monooxigenasas), el DEF inhibe las enzimas esterasas y el DEM inhibe las glutatiéon S-
transferasas.

Para este tipo de bioensayos se sigue el mismo método de desarrollo de los bioensayos de
susceptibilidad con larvas en L2 de T. absoluta. La diferencia radica en que una vez extraidas
las larvas de las galerias de las hojas de tomate, se afiaden 20 uL de una dosis subletal del
sinergista, 1000 mg L para PBO y 300 mg L™ para DEF y DEM, a cada una de las larvas. Una vez
que las larvas han absorbido tépicamente el sinergista, se introducen en sus respectivas cajitas
de bioensayo. Al mismo tiempo, se realiza un control con larvas tratadas con el sinergista para
comprobar que este no tenga ningun efecto por si solo sobre las larvas de T. absoluta.
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CAPITULO 1

4.1. Introduccion

La polilla del tomate, Tuta absoluta (Meyrick), es en la actualidad una de las plagas mas
importantes en el cultivo del tomate, causando importantes dafios debido a la presencia de
elevados niveles poblacionales tanto en invierno como en verano.

El control quimico sigue siendo esencial para el control de T. absoluta. Por tanto, es
fundamental estudiar la evolucién de la resistencia de esta plaga a los insecticidas eficaces
para su control, con el fin de desarrollar estrategias anti-resistencia y conocer los mecanismos
de resistencia implicados (Garcia-Vidal et al., 2015).

Las diamidas son un grupo nuevo de insecticidas que aparecié hace unos afios como
alternativa quimica de control de varias plagas agricolas, entre ellas T. absoluta. Hasta la fecha,
el grupo de las diamidas lo componen los siguientes insecticidas: clorantraniliprol vy
ciantraniliprol, diamidas del acido antranilico, y flubendiamida, una diamida del acido ftalico
(Teixeira et al., 2013). Si se realiza un uso continuado y conjunto de las diamidas, puede
aparecer rapidamente resistencia, lo que limitaria su uso para el control de T. absoluta
(Roditakis et al., 2015).

En este trabajo se ha comparado la evolucién de la resistencia de poblaciones de T. absoluta,
procedentes de diferentes paises de Europa (Espafia, Italia, Portugal, Grecia y Francia), a las
diamidas: clorantraniliprol, flubendiamida y ciantraniliprol, asi como la susceptibilidad en
funcién del estado de desarrollo del insecto.

4.2. Material y Métodos

4.2.1. Poblaciones de T. absoluta

Las poblaciones de T. absoluta estudiadas en este trabajo se detallan en la tabla 3.1 dentro del
apartado 3.2. del capitulo 3 de Material y Métodos Generales. Todas las poblaciones fueron
recolectadas (ver apartado 3.2. en el capitulo 3 de Material y Métodos Generales) en
invernaderos de tomate de distintos paises de Europa, en un intervalo de tiempo de 7 afios
(2010-2016).

4.2.2. Insecticidas

Las formulaciones comerciales de los insecticidas utilizados en los bioensayos fueron:
clorantraniliprol 35% WG (Altacor (rynaxypyr), DuPont), ciantraniliprol 10,26% OD (Benevia
(cyazypyr), DuPont) y flubendiamida 24% WG (Fenos, Bayer CropScience).
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4.2.3. Bioensayos de susceptibilidad

Se realizaron bioensayos de susceptibilidad con larvas en estadio 2 (L2) de T. absoluta para
todas las poblaciones estudiadas en este trabajo, asi como bioensayos con larvas en estadio 4
(L4) para algunas de las poblaciones.

Ver apartado 3.4.1. Bioensayos de susceptibilidad, en el capitulo 3 de Material y Métodos
Generales.

4.2.4. Andlisis de datos

Los datos de los bioensayos se analizaron usando el programa estadistico POLO-Plus para el
anadlisis probit de los datos (LeOra-Software, 2005). Los pardmetros calculados para este
estudio fueron: la concentracion letal 50 (CL50), que es la concentracidn que causa una
mortalidad del 50%, y sus limites fiduciales al 95% para cada poblacién e insecticida,
expresados en mg L, y los factores de resistencia (FR) de cada poblacién, comparando la CL50
de cada poblacidn con la CL50 de la poblacién mas susceptible.

4.3. Resultados y Discusion

En este apartado se muestran los resultados de los analisis probit de los bioensayos realizados
para cada uno de los insecticidas diamidas, comparando la evolucion de los niveles de
resistencia de las poblaciones bioensayadas a estos insecticidas a lo largo de los ultimos 7
afios. Asimismo, se muestra la variacion de la susceptibilidad, en una misma poblaciéon, en
funcidon del estado de desarrollo del insecto. También se calculd la linea base de
susceptibilidad, para cada uno de los insecticidas, en el periodo de tiempo entre 2010 y 2012.
La linea base de susceptibilidad representa la respuesta natural de una plaga a un insecticida
en ausencia de ningln mecanismo de resistencia implicado. Se obtiene combinando todas las
CL50 de las poblaciones bioensayadas en los primeros afios del empleo del insecticida y sin
tener en cuenta las poblaciones resistentes. Es un dato que se emplea como referencia para
estudiar la evolucion de la resistencia de una plaga a un insecticida a lo largo del tiempo.

4.3.1. Clorantraniliprol

En la tabla 4.1 se muestran los resultados obtenidos de los bioensayos realizados en los afios
2010, 2011 y 2012. La poblacién espafiola Gallegol fue la que presentéd un menor valor de
CL50 (0,04 mg L™), siendo considerada la poblacién maés susceptible con respecto al resto de
poblaciones. La poblacién portuguesa Charneca fue considerada la menos susceptible, ya que
presentd el valor de CL50 mas elevado (0,23 mg L'"). Se observé una variabilidad de 5,5 veces
entre la poblacidon mas susceptible y la menos susceptible (FR).
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Se encontraron diferencias significativas entre algunas de las poblaciones, pero estas
diferencias se encuentran dentro de la variabilidad natural esperable. La linea base de
susceptibilidad calculada fue de 0,13 mg L. Este valor de linea base de susceptibilidad, asi
como todos los valores de CL50 de las poblaciones bioensayadas, estan muy por debajo de la
dosis de campo de este insecticida (35 mg L™). Este hecho pone de manifiesto la elevada
susceptibilidad de estas poblaciones a clorantraniliprol, lo que sugiere que entre los afios 2010
y 2012 no habia indicios de resistencia a este insecticida en poblaciones europeas de T.
absoluta.

Tabla 4.1: Toxicidad a clorantraniliprol de diferentes poblaciones de T. absoluta y linea base
de susceptibilidad.

Poblacién CL50 (mgLY) LF (95%) (mg L™)
2010 Abaran 0,21 0,09-0,41 51 *
2010 Nijar 0,14 0,05-0,26 3,3 ns
2010 Canarias 0,10 0,07-0,13 2,3 %
Espafia 2010 Gallegol 0,04 0,02-0,06 1 -
2010 Almeria 0,15 0,08-0,28 36 *
2010 Tudela 0,07 0,06-0,09 1,7 ns
2011 Aguilas 0,18 0,14-0,23 45 *
2012 Mazarrén 0,14 0,09-0,26 3,3 *
2010 | Biancavilla 0,21 0,08-0,31 50 *
Italia 2011 Foggia 0,06 0,04-0,09 1,4 ns
2012 Fossano 0,10 0,05-0,19 2,5 ns
2010 Charneca 0,23 0,19-0,27 55 *
Portugal .
2010 Boavista 0,09 0,04-0,17 2,1 ns
Francia 2012 Francia 0,09 0,06-0,12 2,1 ns
Grecia 2012 Grecia 0,08 0,04-0,15 2,0 ns
Linea Base de Susceptibilidad 0,13 0,11-0,17 -

CL50: Concentracion letal 50 en mg L'™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

En 2013 se publicaron resultados de poblaciones griegas de T. absoluta que presentaban una
elevada susceptibilidad a clorantraniliprol (Roditakis et al., 2013a), con CL50 entre 0,12 y 0,53
mg L7, y una variabilidad de 4,4 (FR), siendo esta variabilidad similar a la encontrada en este
trabajo (FR = 5,5). Comparados con nuestros valores de CL50 mostrados en la tabla 4.1, existen
diferencias significativas entre la poblacién griega menos susceptible (CL50 = 0,53 mg L™) y
Charneca, nuestra poblacién menos susceptible (CL50 = 0,23 mg L™). Ademas, en otro trabajo
se encontraron bajos niveles de resistencia en poblaciones italianas de T. absoluta (Roditakis
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et al., 2013b), con CL50 que variaban entre 0,23 y 1,34 mg L™, encontrandose diferencias
significativas entre la poblacién italiana menos susceptible de este trabajo y nuestra poblacién
menos susceptible Charneca. Asimismo, la variabilidad encontrada entre las poblaciones
italianas fue de 5,8 (FR). Esta variabilidad es también muy parecida a la encontrada en nuestro
trabajo (FR = 5,5). Otros autores (Campos et al., 2014b) publicaron resultados de poblaciones
brasilefias de T. absoluta muy susceptibles a clorantraniliprol, con valores de CL50 entre 0,003
y 0,030 mg L?, y una variabilidad de 10 (FR). Las CL50 de las poblaciones brasilefias de T.
absoluta del trabajo anteriormente citado, estan por debajo de la CL50 de nuestra poblacidn
mas susceptible Gallegol (0,04 mg L%). Estas pequefias diferencias en los valores de
susceptibilidad en los trabajos mencionados, se pueden achacar a las diferencias en la
metodologia de los bioensayos y la valoracién de la mortalidad.

Una vez obtenida la linea base de susceptibilidad como referencia para estudiar la evolucion
en el tiempo de la resistencia de T. absoluta al insecticida clorantraniliprol, se realizaron
bioensayos con poblaciones de T. absoluta entre los afios 2013 y 2016. Estos resultados se
muestran en la tabla 4.2, y las CL50 se compararon con la linea base de susceptibilidad
calculada con los bioensayos realizados entre los afios 2010-2012.

Tabla 4.2: Evolucidn de la toxicidad a clorantraniliprol de diferentes poblaciones de T.
absoluta entre los aios 2013 y 2016.

Ao Pais Poblacién CL50 LF (95%) FR
Linea Base 0,13 0,11-0,17 1
Mezcla Mixta 0,12 0,10-0,14 0,9 ns
2013 Italia Pomodoro 0,49 0,35-0,70 3,8 o
Grecia Peloponeso 0,07 0,04-0,13 0,5 ns
Gallego2 0,15 0,12-0,20 1,2 ns
Espafia Villaverde 0,13 0,07-0,18 1,0 ns
2014 Calnegre 1,45 1,08-2,06 11,2 <
Mojonera 0,44 0,29-0,63 3,4 *
Italia Sicilia 47,65 24,54-183,09 367 *
Almerial5 0,17 0,11-0,23 1,3 ns
2015 Espana La Cafiada 0,14 0,07-0,23 1,1 ns
La Palma 0,15 0,10-0,21 1,2 ns
Espafia Totan,a 0,12 0,02-0,22 0,9 ns
Mazarrén2 1,29 0,66-6,85 9,9 *
2016 T Sannito 63,19 12,49-139,97 486 *
Frasanito 122,63 34,82-278,39 943 *
Portugal Portugall 0,32 0,19-0,49 2,5 &

CL50: Concentracién letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas
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En el afio 2013 no se encontraron diferencias significativas con respecto a la linea base de
susceptibilidad, excepto para la poblacién italiana Pomodoro, que presenté un FR de 3,8. Este
resultado se encuentra dentro de la variabilidad natural esperable, que en los afios previos fue
de 5,5 (Tabla 4.1).

En 2014, aparecen 2 poblaciones con niveles de resistencia superiores al resto de poblaciones
bioensayadas en afios anteriores. La poblacidn espafiola Calnegre presenté una CL50 de 1,45
mg L™, presentando cambios significativos en la susceptibilidad a clorantraniliprol. Igualmente,
la poblacién italiana Sicilia obtuvo una CL50 de 47,65 mg L™, y un FR con respecto a la linea
base de susceptibilidad de 367. Roditakis et al. (2015) mostraron resultados de poblaciones
griegas que presentaban cambios significativos en la susceptibilidad a clorantraniliprol, con
CL50 que variaban entre 1,34 y 2,45 mg L™, no habiendo diferencias significativas entre estas
poblaciones y nuestra poblacidon espanola Calnegre. Estos autores también observaron los
primeros casos de resistencia a clorantraniliprol en poblaciones italianas de T. absoluta, con
valores de CL50 entre 47,6 y 435 mg L™, no encontrando diferencias significativas entre estas
poblaciones italianas y nuestra poblacién Sicilia. Nuestros resultados también coinciden con los
publicados por Karaagac (2015), que mostro datos sobre poblaciones turcas de T. absoluta que
presentaban valores de CL50 entre 0,89 y 6,35 mg L™, y con los de Yalcin et al. (2015), que
también mostraron datos sobre poblaciones turcas con CL50 entre 8,36 y 15,35 mg L ™.

Por otro lado, Campos et al. (2014a) estudiaron la susceptibilidad a clorantraniliprol en una
poblacion brasilefia de T. absoluta, que presentaba una CL50 de 12,18 mg L™, valor superior a
las CL50 halladas en las poblaciones estudiadas en este trabajo, exceptuando las poblaciones
italianas bioensayadas en 2014 y 2016 (Tabla 4.2). Asimismo, Silva et al. (2016) publicaron
resultados de poblaciones brasilefas con elevados niveles de resistencia a clorantraniliprol,
con CL50 entre 0,004 y 1262 mg L™, y una variabilidad de 315500 (FR). Esta variabilidad es muy
superior a la encontrada en este trabajo (Tabla 4.1; Tabla 4.2).

En las poblaciones bioensayadas en 2015 no se encontré variabilidad en la susceptibilidad a
clorantraniliprol, sin diferencias significativas con respecto a la linea base de susceptibilidad.
Sin embargo, en 2016 aparecid una poblacidn espafiola, Mazarrdn2, que presenté cambios
significativos en la susceptibilidad a clorantraniliprol, con una CL50 de 1,29 mg LY y también se
bioensayaron dos poblaciones italianas que presentaban elevados niveles de resistencia a
clorantraniliprol, Sannito y Frasanito, con CL50 de 63,19 y 122,63 mg L* respectivamente.
Estos resultados coinciden con los publicados en 2017 por Roditakis et al. (2017a), que
mostraron los primeros datos de poblaciones griegas de T. absoluta resistentes a
clorantraniliprol, con CL50 entre 0,31y 161 mg L™, y una variabilidad de 519 (FR). Asimismo, en
otro trabajo se mostraron resultados de poblaciones brasilefias muy resistentes a
clorantraniliprol, con CL50 de 92 mg L™ y 650 mg L™ (Roditakis et al., 2017b). Roditakis et al.
(2017c) también encontraron poblaciones italianas, griegas e israelitas con niveles muy
elevados de resistencia a clorantraniliprol, con CL50 de 838 mg L™, mas de 1000 mg L™ y de
casi 7000 mg Lt respectivamente. Todos estos valores son muy superiores comparados con los
evaluados en este trabajo.
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Las poblaciones bioensayadas en 2014 y 2015, Calnegre y Mazarrén2, aunque mostraron
cambios significativos en la susceptibilidad a clorantraniliprol, no se espera que presenten
problemas de fallos de control en campo, debido a que sus valores de CL50 son aun muy
inferiores a la dosis de campo de este insecticida (35 mg L™). Sin embargo, los elevados valores
de CL50 de las poblaciones italianas Sicilia, Sannito y Frasanito, superiores a la dosis de campo,
sugieren que ya existen problemas de control en campo de poblaciones de T. absoluta en
algunas zonas de Sicilia, siendo este hecho bastante significativo y a tener en cuenta para
realizar un seguimiento de la resistencia a clorantraniliprol en T. absoluta en la regién de
Sicilia.

En cuanto a otros lepiddpteros, se han observado en otros estudios rangos de variabilidad
parecidos a los encontrados en este trabajo para T. absoluta. En 2015 se encontraron
poblaciones australianas de Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) muy
susceptibles a clorantraniliprol (Bird, 2015), con valores de CL50 entre 0,014y 0,048 mg L™, y
una variabilidad de 3,4 (FR).

Por otro lado, Su et al. (2012), observaron una elevada susceptibilidad a clorantraniliprol en
poblaciones chinas de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae), con CL50 entre
0,004 y 0,102 mg L*, y una variabilidad de 25,5 (FR). Mas recientemente, en 2016 se
encontraron poblaciones chinas de S. litura con CL50 entre 0,11y 1,71 mg L™ y una variabilidad
de 15,4 (FR) (Sang et al., 2016). Estos rangos de variabilidad son superiores a los encontrados
en los primeros afios de monitoreo de T. absoluta (Tabla 4.1).

En 2011, un trabajo mostrd resultados sobre poblaciones de campo de Spodoptera exigua
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) procedentes de China muy susceptibles a clorantraniliprol,
con CL50 entre 0,039 y 0,240 mg L™, y una variabilidad de 6,15 (FR) (Lai et al,, 2011). Esta
variabilidad es ligeramente superior a la encontrada en los primeros afios de monitoreo de T.
absoluta (Tabla 4.1). Por otro lado, Che et al. (2013) encontraron poblaciones chinas con baja
susceptibilidad a clorantraniliprol, con valores maximos de CL50 de 16,48 mg L y una
variabilidad de 26 (FR), siendo esta Ultima superior a la variabilidad observada en T. absoluta
entre los afios 2010 y 2012 (Tabla 4.1).

También se ha estudiado la susceptibilidad de Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera:
Plutellidae) a clorantraniliprol. Liu et al. (2015) observaron una menor susceptibilidad a
clorantraniliprol en poblaciones chinas de P. xylostella con CL50 entre 0,058 y 1,63 mg L™, y
una variabilidad de 28 (FR). Asimismo, Zhang et al. (2016) encontraron poblaciones chinas de
P. xylostella con CL50 a clorantraniliprol entre 0,27 y 3,28 mg L™, y una variabilidad de 12,1
(FR). Estos valores de variabilidad son superiores a los observados en T. absoluta entre los afios
2010 y 2012 (Tabla 4.1). Sin embargo, al igual que ha ocurrido en T. absoluta en los ultimos
afios, han aparecido casos de resistencia a clorantraniliprol en algunas poblaciones de P.
xylostella. Troczka et al. (2012) encontraron una poblacion de P. xylostella procedente de
Filipinas resistente a clorantraniliprol, con un valor de CL50 superior a 200 mg L™, y Wang et al.
(2012) bioensayaron una poblacién china de P. xylostella resistente a clorantraniliprol, con una
CL50 también superior a 200 mg L™

Lidia Garcia Vidal 82



CAPITULO 1

En 2013, Wang et al. (2013) publicaron resultados sobre una poblacion china bastante
resistente a clorantraniliprol (CL50 de 150 mg L), y en 2014, Gong et al. (2014) también
encontraron una poblacidn china de P. xylostella con una elevada resistencia a clorantraniliprol
(CL50 superior a 1000 mg L™). Por otro lado, también en 2014 se encontraron poblaciones
brasilefias de P. xylostella bastante resistentes a clorantraniliprol, con valores maximos de
CL50 de 204,3 mg L™ (Ribeiro et al., 2014), y en 2015, un estudio mostré resultados de una
poblacién de P. xylostella procedente de Filipinas muy resistente a clorantraniliprol, con un
valor de CL50 superior a 1000 mg L™ (Steinbach et al., 2015).

La tabla 4.3 muestra los resultados de los bioensayos realizados con larvas en diferentes
estados de desarrollo, L2 y L4, de dos poblaciones de T. absoluta. Para la poblacién Mixta, no
hubo diferencias significativas entre los estados de desarrollo, con CL50 de 0,12 y 0,26 mg Lt
para los bioensayos con L2 y L4 respectivamente. Tampoco se observaron diferencias
significativas para la poblacién Calnegre, con CL50 de 1,45 y 1,18 mg L™ para los bioensayos
con L2 y L4 respectivamente. Estos datos sugieren que no existen diferencias en la
susceptibilidad a clorantraniliprol en funcidn del estado de desarrollo larvario de T. absoluta,
por lo que los tratamientos con clorantraniliprol tienen el mismo efecto en distintos estadios
larvarios de T. absoluta, a diferencia de otros insecticidas como Bacillus thuringiensis (Berliner)
(Firmicutes: Bacillaceae) que son mas eficaces en los primeros estados de desarrollo larvario
(Gonzalez-Cabrera et al., 2011).

Tabla 4.3: Toxicidad a clorantraniliprol de dos poblaciones de T. absoluta en estado larvario
L2yL4.

Poblacién CL50 LF (95%) FR

Mixta (L2) 0,12 0,10-0,14 1
0,26 0,14-1,94 2,1 ns

Calnegre (L2) 1,45 1,08-2,06 1
1,18 0,59-2,01 0,8 ns

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95%
en mg L', FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas

4.3.2. Ciantraniliprol

Los resultados obtenidos de los bioensayos realizados en los afios 2010, 2011 y 2012 para el
insecticida ciantraniliprol se muestran en la tabla 4.4. La poblacién que presentdé un menor
valor de CL50 fue la espafiola Tudela (0,05 mg L™). Esta poblacién se consideré como la
poblacién susceptible de referencia en comparacidn con el resto de poblaciones bioensayadas.
Por otro lado, las poblaciones de Almeria y Mazarrén fueron las que presentaron mayores
valores de CL50 (0,15 mg L™). La variabilidad entre la poblacién més susceptible y la menos
susceptible fue de 3,2 (FR). Aunque hubo diferencias significativas entre algunas de las
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poblaciones, estas se encuentran dentro de la variabilidad natural esperable. Ademas, el rango
de valores de los factores de resistencia para ciantraniliprol revelé menos variabilidad entre las
poblaciones que para el insecticida clorantraniliprol. La linea base de susceptibilidad calculada
a partir de las CL50 obtenidas con las poblaciones bioensayadas en los afos 2010, 2011 y 2012
fue de 0,09 mg L, siendo muy similar a la linea base de susceptibilidad de clorantraniliprol
(0,13 mg L™). Los valores de CL50 de las poblaciones bioensayadas a ciantraniliprol y su linea
base de susceptibilidad estdn muy por debajo de la dosis de campo recomendada para este
insecticida (100 mg L™), por lo que las poblaciones se muestran muy susceptibles a este
insecticida. Sin embargo, es necesario vigilar que no se ejerza una elevada presién de seleccién
al tratar a la dosis de campo recomendada, debido a que esta es muy superior a los valores de
CL50 mostrados por las poblaciones bioensayadas.

Tabla 4.4: Toxicidad a ciantraniliprol de diferentes poblaciones de T. absoluta y linea base de
susceptibilidad.

Pais Aiio Poblacién CL50 LF (95%) FR
2010 Abaran 0,09 0,07-0,11 2,0 ns
2010 Nijar 0,09 0,05-0,17 2,0 ns
2010 Canarias 0,07 0,06-0,10 1,6 ns
" 2010 Gallegol 0,09 0,04-0,15 1,9 ns
Espana
2010 Almeria 0,15 0,07-0,21 3,2 ns
2010 Tudela 0,05 0,03-0,07 1 -
2011 Aguilas 0,09 0,07-0,12 2,0 ns
2012 Mazarrén 0,15 0,11-0,19 3,2 *
2010 Biancavilla 0,09 0,05-0,14 1,9 ns
Italia 2011 Foggia 0,08 0,05-0,13 1,8 ns
2012 Fossano 0,14 0,07-0,29 3,1 ns
2010 Charneca 0,13 0,08-0,18 2,8 *
Portugal .
2010 Boavista 0,12 0,07-0,22 2,7 ns
Francia 2012 Francia 0,07 0,02-0,15 1,4 ns
Linea Base de Susceptibilidad 0,09 0,08-0,11 -

CL50: Concentracion letal 50 en mg L'™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

En 2014 se encontraron poblaciones brasilefias de T. absoluta muy susceptibles a
ciantraniliprol (Campos et al., 2014b), con CL50 entre 0,008-0,02 mg L y una variabilidad de
2,5 (FR). Estos valores son muy similares a los mostrados en la tabla 4.4 de las poblaciones
bioensayadas en este trabajo.
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En la tabla 4.5 se presentan los resultados de la evolucién de la resistencia de T. absoluta a
ciantraniliprol entre los afios 2013 y 2015, comparando las CL50 obtenidas de los bioensayos
realizados en ese periodo de tiempo con la linea base de susceptibilidad calculada entre los
afios 2010-2012.

Tabla 4.5: Evolucion de la toxicidad a ciantraniliprol de diferentes poblaciones de T. absoluta
entre los aiios 2013 y 2015.

Aiio ET Poblacion CL50 LF (95%) FR
Linea Base 0,09 0,08-0,11 1
Mezcla Mixta 0,09 0,07-0,10 1,0 ns
2013
Italia Pomodoro 0,15 0,11-0,22 1,7 ns
Gallego2 0,13 0,10-0,16 1,4 ns
Villaverde 0,06 0,04-0,08 0,7 ns
Espana
2014 Calnegre 0,54 0,13-1,26 6,0 *
Mojonera 0,28 0,19-0,42 3,1 R
Italia Sicilia 6,94 2,34-13,59 77,1 *
. Almerial5 0,11 0,07-0,15 1,2 ns
2015 Espaina
La Palma 0,31 0,19-0,58 3,4 *

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

En 2013 no se encontraron diferencias significativas para las dos poblaciones bioensayadas,
Mixta y Pomodoro, con respecto a la linea base de susceptibilidad. Sin embargo, en el afo
2014 dos poblaciones espafiolas, Calnegre y Mojonera, presentaron una menor susceptibilidad
a ciantraniliprol en comparacién con el resto de poblaciones bioensayadas y también con
respecto a la linea base de susceptibilidad de este insecticida, mostrando unos valores de CL50
de 0,54 mg L'y 0,28 mg L™ respectivamente. En este mismo afio, la poblacién italiana Sicilia
presenté una CL50 de 6,94 mg L™ y un FR con respecto a la linea base de susceptibilidad de 77,
siendo esta poblacién mucho menos susceptible a ciantraniliprol que el resto de poblaciones
de T. absoluta bioensayadas a este insecticida. En 2016 se encontraron poblaciones brasilefias
con valores de CL50 que variaban entre 0,015 y 281,3 mg L™ (Silva et al., 2016), siendo este
ultimo valor muy superior a cualquiera de los mostrados en la tabla 4.5.

Las poblaciones Calnegre vy Sicilia, al igual que ocurre para el insecticida clorantraniliprol,
fueron las que presentaron una menor susceptibilidad a ciantraniliprol, aunque sus valores de
CL50 estan aun muy por debajo de la dosis de campo recomendada para este insecticida (100
mg L™). La similitud que existe entre los insecticidas ciantraniliprol y clorantraniliprol en dos
poblaciones procedentes de diferentes paises, sugiere una posible resistencia cruzada entre
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ellos. Esta resistencia cruzada puede deberse al desarrollo de un mecanismo de resistencia en
el punto de accién en las poblaciones de T. absoluta que presentan menor susceptibilidad a
estas dos diamidas.

Por otro lado, en las poblaciones bioensayadas en 2015 no se encontraron diferencias
significativas con respecto a la linea base de susceptibilidad, excepto para la poblacién La
Palma, que presentd un FR de 3,4. Sin embargo, este resultado se encuentra dentro de la
variabilidad natural esperable calculada en los afios anteriores, que fue de 3,2 (Tabla 4.4).

En la actualidad, no existen muchos estudios sobre la susceptibilidad de T. absoluta al
insecticida ciantraniliprol, seguramente debido a que en algunos paises aln no esta registrado
su uso para esta plaga. Sin embargo, si se han encontrado trabajos sobre la susceptibilidad a
ciantraniliprol en otros lepidépteros como P. xylostella. Liu et al. (2015) presentaron resultados
sobre la susceptibilidad de poblaciones chinas de P. xylostella, con valores de CL50 entre 0,015
y 0,16 mg L™. Estos resultados son muy similares a los encontrados para T. absoluta entre los
afios 2010 y 2012. En 2016, Zhang et al. (2016) también mostraron datos sobre poblaciones
chinas de P. xylostella susceptibles a ciantraniliprol, con CL50 entre 0,08 y 0,43 mg L™ y una
variabilidad de 5,4 (FR). Esta variabilidad es ligeramente superior a la encontrada en T.
absoluta (Tabla 4.4). Por otro lado, Steinbach et al. (2015) mostraron resultados de una
poblacién de P. xylostella procedente de Filipinas con un valor de CL50 de 18 mg L™ a
ciantraniliprol, valor muy superior a los encontrados en este trabajo para T. absoluta.

En el afio 2016, Sang et al. (2016) encontraron poblaciones chinas de S. litura susceptibles a
ciantraniliprol, con CL50 que variaban entre 0,083 y 1,336 mg L™ y una variabilidad de 16,1
(FR), que comparada con la observada en T. absoluta entre 2010 y 2012 (Tabla 4.4), es
superior.

Ciantraniliprol presenta un espectro de accion mdas amplio que clorantraniliprol y
flubendiamida, siendo eficaz para otras plagas agricolas. Foster et al. (2012) estudiaron la
susceptibilidad a ciantraniliprol en poblaciones de Myzus persicae Sulzer (Homoptera:
Aphididae) y Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae), obteniendo valores maximos de
CL50 de 0,79 mg L'ly 2,47 mg L! respectivamente.

También hay estudios de la susceptibilidad a ciantraniliprol en Frankliniella occidentalis
(Pergande) (Thysanoptera: Thripidae). Herron et al. (2014) presentaron un estudio donde
encontraron poblaciones australianas de F. occidentalis con CL50 que variaban entre 1,8 y 23
mg L. En 2015, Bielza et al. (2015) mostraron los resultados de la susceptibilidad en adultos y
larvas de poblaciones de F. occidentalis a ciantraniliprol, obteniendo valores maximos de CL50
de 2415 mg L™ para adultos y 109,2 mg L™ para larvas.

En el afio 2013, se publicéd un estudio sobre la susceptibilidad de poblaciones americanas de
Bemisia tabaci (Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae) biotipo B a ciantraniliprol (Caballero et
al., 2013). Este trabajo mostré resultados de poblaciones muy susceptibles a ciantraniliprol,
tanto en estado de huevo como en estado adulto, con valores maximos de CL50 de 0,034 y
0,059 mg L™ respectivamente. Otro trabajo en 2014 (Gravalos et al., 2014) muestra los
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resultados de la susceptibilidad de poblaciones de B. tabaci biotipo Q al insecticida
ciantraniliprol, con valores de CL50 que variaban entre 0,011y 0,116 mg L™ en estado de ninfa.

La tabla 4.6 muestra los resultados de los bioensayos realizados con larvas L2 y L4, de dos
poblaciones de T. absoluta. Para la poblacidn Mixta, no hubo diferencias significativas entre los
estados de desarrollo, con CL50 de 0,09 y 0,15 mg L™ para los bioensayos con L2 y L4
respectivamente. De igual manera, no se observaron diferencias significativas para la
poblacion Calnegre, con CL50 de 0,54 y 0,69 mg L™* para los bioensayos con L2 y L4
respectivamente. Al igual que para el insecticida clorantraniliprol, no existen diferencias en la
susceptibilidad a ciantraniliprol al aplicar el insecticida sobre larvas en estadio L2 o L4, es decir,
su efectividad sobre las poblaciones de T. absoluta no depende del estado larvario en la que se
encuentren.

Tabla 4.6: Toxicidad a ciantraniliprol de dos poblaciones de T. absoluta en estado larvario L2

y L4.
Poblacion CL50 LF (95%) FR
Mixta (L2) 0,09 0,07-0,10 1
0,15 0,09-0,23 1,6 ns
Calnegre (L2) 0,54 0,13-1,26 1
 Calnegre (L4) | 0,69 0,19-1,51 1,3 ns

CL50: Concentracion letal 50 en mg L''; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L';
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas

4.3.3. Flubendiamida

La tabla 4.7 representa los resultados obtenidos de los bioensayos realizados en los aifios 2010
y 2011 en poblaciones de T. absoluta para el insecticida flubendiamida. La poblacién espafiola
Abaran fue la que mostré un menor valor de CL50 (0,08 mg L"), siendo considerada la
poblacién mads susceptible con respecto al resto de poblaciones. La poblacidn italiana Foggia
fue la menos susceptible, ya que presenté el mayor valor de CL50 (0,20 mg L™). La poblacién
Foggia fue 2,5 veces menos susceptible a flubendiamida que la poblaciéon Abaran (FR). No se
encontraron diferencias significativas entre las poblaciones bioensayadas a flubendiamida, por
lo que hubo bastante homogeneidad entre las poblaciones bioensayadas en comparacién con
las otras dos diamidas, clorantraniliprol (Tabla 4.1) y ciantraniliprol (Tabla 4.4). La linea base de
susceptibilidad, teniendo en cuenta todas las poblaciones, fue de 0,12 mg L, 500 veces menor
que la dosis de campo recomendada para flubendiamida (60 mg L™). Por otro lado, esta linea
base de susceptibilidad es muy similar a las lineas base de susceptibilidad de clorantraniliprol y
ciantraniliprol (0,13 y 0,09 mg L™ respectivamente).
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Tabla 4.7: Toxicidad a flubendiamida de diferentes poblaciones de T. absoluta y linea base
de susceptibilidad.

Pais Ao Poblacion CL50 LF (95%) FR
2010 Abardan 0,08 0,02-0,14 1 -
2010 Nijar 0,19 0,12-0,27 2,4 ns
2010 Canarias 0,09 0,04-0,18 1,1 ns
Espaiia 2010 Gallegol 0,11 0,05-0,23 1,4 ns
2010 Almeria 0,14 0,10-0,19 1,8 ns
2010 Tudela 0,17 0,11-0,24 2,1 ns
2011 Aguilas 0,10 0,06-0,14 1,3 ns
. 2010 Biancavilla 0,09 0,05-0,16 1,2 ns
Italia 2011 Foggia 0,20 0,11-0,29 2,5 ns
Portugal 2010 Charneca 0,13 0,06-0,19 1,6 ns
2010 Boavista 0,17 0,06-0,31 2,1 ns

Linea Base de Susceptibilidad 0,12 0,11-0,14 -

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

En 2013, Roditakis et al. (2013a) presentaron resultados de susceptibilidad a flubendiamida de
poblaciones griegas de T. absoluta, con CL50 entre 0,31 y 1,31 mg L™, valores ligeramente
superiores a los presentados en este trabajo (Tabla 4.7). Por otro lado, en el afio 2014, Campos
et al. (2014b) mostraron los resultados de poblaciones brasilefias muy susceptibles a
flubendiamida, con valores de CL50 entre 0,09 y 0,23 mg L. Estos valores fueron similares a
los obtenidos en este trabajo entre los afios 2010y 2011 (Tabla 4.7).

En los afios 2013 y 2014 se realizaron bioensayos de susceptibilidad para estudiar la evolucién
en el tiempo de la resistencia de T. absoluta al insecticida flubendiamida (Tabla 4.8). Los
valores de CL50 de estos afios se compararon con la linea base de susceptibilidad calculada
con los bioensayos realizados entre los afios 2010-2011.
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Tabla 4.8: Evolucion de la toxicidad a flubendiamida de diferentes poblaciones de T. absoluta
en los aifos 2013 y 2014.

Poblacion ‘ ‘ LF (95%) ‘
Linea Base 0,12 0,11-0,14 1
2013 Mezcla Mixta 0,14 0,12-0,16 1,2 ns
" Calnegre 0,38 0,04-1,22 3,2 ns
Espafia .
2014 Mojonera 0,22 0,08-0,54 1,8 ns
Italia Sicilia 449,8 115,32-875,19 3748 o

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

En el afo 2013 solamente se pudo bioensayar una poblacién, Mixta, con un valor de CL50 de
0,14 mg L™. Este valor fue similar a la linea base de susceptibilidad de flubendiamida para T.
absoluta (0,12 mg L") calculada en afios anteriores. En el caso de las poblaciones bioensayadas
en el afio 2014, no hubo diferencias significativas con respecto a la linea base de
susceptibilidad para las dos poblaciones espafiolas Calnegre y Mojonera, que mostraron
valores de CL50 de 0,38 y 0,22 mg L respectivamente. Sin embargo, para la poblacién italiana
Sicilia, se obtuvieron valores de CL50 de 449,8 mg L™ y un FR con respecto a la linea base de
susceptibilidad de 3748, siendo esta poblacién muy resistente comparada con las poblaciones
de T. absoluta bioensayadas a flubendiamida en afios anteriores. Asimismo, Roditakis et al.
(2015) también mostraron los resultados de poblaciones italianas de T. absoluta muy
resistentes a flubendiamida, con CL50 entre 993 y 1376 mg L™, y poblaciones griegas
moderadamente resistentes con CL50 de 8,4 mg L". En 2016, se encontraron poblaciones
brasilefias muy resistentes a flubendiamida, con CL50 que variaban entre 0,038 y 3018 mg L™
(Silva et al., 2016).

La poblacion Sicilia, al igual que ocurre para las otras dos diamidas, clorantraniliprol y
ciantraniliprol, fue la que mostré una menor susceptibilidad a flubendiamida (Tabla 4.8),
superando la dosis de campo recomendada para este insecticida (60 mg L™). Este hecho parece
confirmar la sospecha de la posible resistencia cruzada entre las tres diamidas, conferida
probablemente por un mecanismo de resistencia en el punto de accién.

En la actualidad, se pueden encontrar diferentes trabajos sobre la susceptibilidad a
flubendiamida en P. xylostella. Liu et al. (2015) mostraron resultados de poblaciones chinas
que presentaron baja susceptibilidad a flubendiamida, con CL50 entre 0,16 y 3,25 mg L™, y una
variabilidad de 20,3 (FR). Esta variabilidad es superior a la encontrada para T. absoluta en los
afios 2010 y 2011 (Tabla 4.7). Por otro lado, se han encontrado poblaciones de P. xylostella
muy resistentes a flubendiamida (Troczka et al., 2012), con CL50 superiores a 200 mg L, y
CL50 superiores a 1000 mg L™ (Steinbach et al., 2015).
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Tabla 4.9: Toxicidad a flubendiamida de dos poblaciones de T. absoluta en estado larvario L2

y L4.
Poblacién CL50 LF (95%) FR
Mixta (L2) 0,14 0,12-0,16 1
_ Mixta(4) 0,82 0,35-3,41 5,9 *
Calnegre (L2) 0,38 0,04-1,22 1
5,57 2,53-21,74 14,7 *

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™"; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; *: diferencias significativas

En la tabla 4.9 se muestran los resultados de los bioensayos realizados con larvas en los
estados de desarrollo L2 y L4, de dos poblaciones de T. absoluta. Para la poblacidon Mixta, si
hubo diferencias significativas entre los bioensayos, con CL50 de 0,14 y 0,82 mg L™ para los
bioensayos con L2 y L4 respectivamente, obteniendo un FR de 5,9 al comparar la CL50 del
bioensayo en L4 con el realizado en L2. Asimismo, en la poblacion Calnegre también se
observaron diferencias significativas, con CL50 de 0,38 y 5,57 mg L™ para los bioensayos con L2
y L4 respectivamente, resultando un FR de 14,7. A diferencia de lo que ocurre en las otras dos
diamidas, si existen diferencias significativas en la susceptibilidad a flubendiamida
dependiendo del estado larvario en el que se encuentre la poblacién, siendo menos
susceptible al insecticida cuando las larvas se encuentran en estadio L4. Por lo tanto, parece
aconsejable realizar los tratamientos con flubendiamida en estadio larvario L2 o estadios
primarios de T. absoluta. Ademas, la diferencia se acrecienta segln es menos susceptible la
poblacién, por lo que el tratamiento sobre los primeros estados larvarios es muy importante
para prevenir el desarrollo de resistencias.

4.4. Conclusiones

En este capitulo se pone de manifiesto la alta susceptibilidad a las tres diamidas,
clorantraniliprol, ciantraniliprol y flubendiamida, entre las poblaciones de T. absoluta
bioensayadas en los afios 2010 y 2012. Asimismo, son muy similares las lineas bases de
susceptibilidad calculadas para los tres insecticidas y se encuentran muy por debajo de sus
respectivas dosis de campo recomendadas para su uso en T. absoluta.

Ademas, al realizar un seguimiento de poblaciones de T. absoluta para comprobar la evolucién
de la susceptibilidad a las tres diamidas, se encontré en el afio 2014 una poblacién italiana,
Sicilia, que mostro resistencia a clorantraniliprol, ciantraniliprol y flubendiamida, superando la
dosis de campo recomendada en el caso de clorantraniliprol y flubendiamida. Este hecho
parece confirmar la sospecha de la posible resistencia cruzada entre las tres diamidas,
conferida probablemente por un mecanismo de resistencia en el punto de accion.
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En los ultimos afios y hasta la fecha de este trabajo, han aparecido en Espana poblaciones de T.
absoluta que presentaban ligeros cambios en la susceptibilidad a las tres diamidas, siendo este
hecho significativo y a tener en cuenta para realizar un seguimiento de estas poblaciones y asi
prevenir un posible desarrollo de resistencias a las diamidas en estas zonas.

Por otro lado, no se han encontrado diferencias en la susceptibilidad a clorantraniliprol y
ciantraniliprol dependiendo del estadio larvario en el que se encuentran las poblaciones de T.
absoluta. Sin embargo, si existen diferencias significativas en la susceptibilidad a
flubendiamida en funcién del estadio larvario, siendo menos susceptible a flubendiamida
cuando las larvas se encuentran en estadio L4.
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5.1. Introduccidon

Tuta absoluta (Meyrick) es considerada una de las principales plagas en tomate, tanto en
cultivo al aire libre como bajo invernadero, pudiendo causar pérdidas del 90-100% de la
produccién de tomate si no se realiza un adecuado control en campo (Akiyoshi et al., 1999;
Leite et al., 1999; Estay, 2000; Torres et al., 2001; Flores et al., 2003; Akiyoshi et al., 2004;
EPPO, 2005; Pereyra et al., 2006).

Desde la propagacién de T. absoluta por diferentes paises de Sudamérica, de donde es
originaria, el uso de insecticidas tales como cartap, abamectina, organofosforados y
piretroides, suponian el principal método de control de esta plaga (Salazar et al., 1997;
Siqueira et al., 2000b; Salazar et al.,, 2001; Lietti et al., 2005). Sin embargo, posteriormente
aparecieron los primeros casos de resistencia a estos insecticidas en poblaciones de T.
absoluta (Salazar et al., 1997; Siqueira et al., 2000a, 2000b; Salazar et al., 2001; Siqueira et al.,
2001; Lietti et al., 2005).

Este problema de aparicion de resistencias a los insecticidas que hasta ese momento se
estaban empleando para el control de T. absoluta, hizo necesario el registro y uso de nuevas
sustancias activas, como spinosad e indoxacarb, los cuales ya se estaban empleando en ese
momento en el control quimico de otras plagas de lepiddpteros (Guedes et al., 2012).

Spinosad fue introducido por vez primera en 1997 para el control de lepidépteros en el cultivo
de algoddn. Este insecticida es una materia activa de origen natural formada por la mezcla de
dos componentes activos, spinosyn A y spinosyn D, producidos por el actinomiceto
Saccharopolyspora spinosa Mertz & Yao (Actinomycetales: Pseudonocardiaceae) (Kirst et al.,
1992; Salgado, 1998).

La materia activa indoxacarb pertenece a la familia de las oxadiacinas (Von Stein et al., 2013), y
es eficaz en el control de varias plagas agricolas. Es respetuoso con el medioambiente ya que
se trata de un pro-insecticida, es decir, necesita estar en el interior del insecto para su
activacion metabdlica y asi poder realizar su accion toxica (Wing et al., 2010).

En el afio 2016 se encontraron poblaciones de campo de T. absoluta procedentes de Grecia,
Italia, Portugal, Espafa, Reino Unido y Brasil, con una menor susceptibilidad a indoxacarb y
spinosad. A partir de esas poblaciones, se obtuvieron poblaciones resistentes a estos dos
insecticidas realizando una presion de seleccién al insecticida en laboratorio (Berger et al.,
2016; Silva et al., 2016b; Roditakis et al., 2017a, 2017b).

En este capitulo se ha estudiado la evolucién de la resistencia de diferentes poblaciones
europeas de T. absoluta a los insecticidas spinosad e indoxacarb, y como afecta el estado de
desarrollo larvario de T. absoluta en la susceptibilidad a estos insecticidas.
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5.2. Material y Métodos

5.2.1. Poblaciones de T. absoluta

En la tabla 3.1 dentro del apartado 3.2. del capitulo 3 de Material y Métodos Generales, se
detallan las poblaciones de T. absoluta estudiadas en este apartado. Todas las poblaciones
fueron recolectadas (ver apartado 3.2. en el capitulo 3 de Material y Métodos Generales) en
invernaderos de tomate de distintos paises de Europa, en un intervalo de tiempo de 7 afios
(2010-2016).

5.2.2. Insecticidas

Las formulaciones comerciales de los insecticidas utilizados en los bioensayos fueron: spinosad
48% SC (Spintor 480 SC, Dow AgroScience) e indoxacarb 30% WG (Steward, DuPont).

5.2.3. Bioensayos de susceptibilidad

En este trabajo se realizaron bioensayos de susceptibilidad con larvas en estadio 2 (L2) de T.
absoluta para todas las poblaciones estudiadas en este trabajo, asi como bioensayos con larvas
en estadio 4 (L4) de una poblacién de T. absoluta para cada insecticida.

Ver apartado 3.4.1. Bioensayos de susceptibilidad, en el capitulo 3 de Material y Métodos
Generales.

5.2.4. Andlisis de datos

Los datos de los bioensayos se analizaron usando el programa estadistico POLO-Plus para el
andlisis probit de los datos (LeOra-Software, 2005). Los pardmetros calculados para este
estudio fueron: la concentracion letal 50 (CL50) y sus limites fiduciales al 95% para cada
poblacién e insecticida, expresados en mg L™, y los factores de resistencia (FR) de cada
poblacién, comparando la CL50 de cada poblacidn con la CL50 de la poblacidon mas susceptible.

5.3. Resultados y Discusion

A continuacidn, se muestran los resultados de los andlisis probit de los bioensayos realizados
para los insecticidas spinosad e indoxacarb. Estos resultados nos permiten observar la
evolucidn de la susceptibilidad de las poblaciones de T. absoluta a estos insecticidas en los
ultimos 7 afios. Ademas, en los primeros afios de investigacién (2010-2012) se calculé la linea
base de susceptibilidad de T. absoluta para spinosad e indoxacarb. Por otro lado, se evalud
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para cada uno de los insecticidas cdmo afecta a la susceptibilidad de una poblacién el estado
de desarrollo larvario en la cual se encuentre el insecto.

5.3.1. Spinosad

Los resultados obtenidos de los bioensayos realizados en los afios 2010, 2011 y 2012 para el
insecticida spinosad se muestran en la tabla 5.1. Comparando las CL50 de todas las
poblaciones, Foggia resulté ser la poblacidn mas susceptible a spinosad, con una CL50 de 0,06
mg L™, considerandose como la poblacién susceptible de referencia con respecto a las otras
poblaciones. Por otro lado, la poblacién espafiola Abardn fue la que presenté una mayor CL50
(0,63 mg L?), siendo la menos susceptible de todas las poblaciones bioensayadas. Entre la
poblacién mas susceptible y la menos susceptible se observé una variabilidad de 10,5 (FR), y se
encontraron diferencias significativas en otras poblaciones con respecto a la poblacién mas
susceptible (Foggia). Sin embargo, todas estas diferencias se encuentran dentro de la
variabilidad natural esperable. La linea base de susceptibilidad calculada fue de 0,25 mg L™,
siendo este valor, junto a los datos de CL50 obtenidos en todas las poblaciones bioensayadas,
muy inferiores a la dosis de campo de este insecticida (120 mg L™). Con estos resultados
podemos concluir que entre los afios 2010 y 2012, no habia sospechas de resistencia a
spinosad en poblaciones mediterraneas de T. absoluta.

Tabla 5.1: Toxicidad a spinosad de diferentes poblaciones de T. absoluta y linea base de
susceptibilidad.

2010 Abaran 0,63 0,33-1,11 105 *
2010 Nijar 0,11 0,01-0,22 1,8  ns
2010 Canarias 0,43 0,32-0,63 72 %
) 2010 Gallegol 0,24 0,09-0,44 40  ns
Espana 2010 Almeria 0,16 0,10-0,22 2,7 %
2010 Tudela 0,18 0,07-0,31 30 ns
2011 Aguilas 0,29 0,14-0,50 48  *
2012 Mazarréon 0,16 0,09-0,33 2,7 ns
_ 2010 Biancavilla 0,24 0,08-0,64 40 ns
Eals 2011 Foggia 0,06 0,03-0,09 1 ;
2010 Charneca 0,53 0,31-0,96 g8  *
Portugal 2010 Boavista 0,27 0,19-0,37 45 %
Linea Base de Susceptibilidad 0,25 0,21-0,31 -

CL50: Concentracién letal 50 en mg L'™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

Lidia Garcia Vidal 99



CAPITULO 2

Los resultados obtenidos entre los afios 2010 y 2012 difieren ligeramente de los aportados por
otros autores. Silva et al. (2011) publicaron datos sobre poblaciones brasilefias que
presentaban CL50 entre 0,46 y 2,26 mg L™, valores superiores a nuestra linea base de
susceptibilidad (CL50 = 0,25 mg L™"). Ademds, la variabilidad a spinosad observada entre las
poblaciones brasilefias fue de 4,9 (FR), estando este valor por debajo de la variabilidad
observada en este trabajo (FR = 10,5). Ademas, se han encontrado diferencias significativas
entre la poblacidén brasilefia menos susceptible (CL50 = 2,26 mg L™) y Abaran, nuestra
poblacién menos susceptible (CL50 = 0,63 mg L*). Los autores Dagli et al. (2012) también
presentaron resultados sobre poblaciones turcas de T. absoluta con valores de CL50 entre 0,3
y 1,6 mg L, siendo estos valores superiores a nuestra linea base de susceptibilidad (CL50 =
0,25 mg L™). Ademas, se encontraron diferencias significativas entre la poblacién turca menos
susceptible (CL50 = 1,6 mg L™) y nuestra poblacién menos susceptible Abaran. Por otro lado,
en 2013 se publicaron resultados de poblaciones griegas de T. absoluta que presentaban
elevada susceptibilidad a spinosad (Roditakis et al., 2013a), con CL50 entre 0,08 y 0,26 mg L, y
una variabilidad de 3,3 (FR). Comparando con los resultados mostrados en la tabla 5.1, no
existen diferencias significativas entre los valores de CL50 obtenidos en las poblaciones griegas
de T. absoluta y las CL50 obtenidas en este trabajo. Ademas, la variabilidad obtenida entre las
poblaciones griegas es inferior a la encontrada entre las poblaciones de T. absoluta
bioensayadas entre los afios 2010 y 2012 (FR = 10,5). Al igual que sucede con otros
insecticidas, las pequefias diferencias entre los valores de susceptibilidad de los trabajos
citados y los obtenidos en este trabajo, pueden deberse a las diferencias en la metodologia de
los bioensayos y la valoracion de la mortalidad en la lectura de los bioensayos.

En los afios 2013, 2014 y 2016 se llevaron a cabo bioensayos con varias poblaciones europeas
de T. absoluta para estudiar la evolucidon en el tiempo de la resistencia de T. absoluta a
spinosad (Tabla 5.2). Las CL50 obtenidas para cada poblacién se compararon con la linea base
de susceptibilidad de spinosad calculada a partir de los bioensayos realizados entre los afios
2010-2012.
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Tabla 5.2: Evolucidn de la toxicidad a spinosad de diferentes poblaciones de T. absoluta
entre los aiios 2013 y 2016.

Linea Base 0,25 0,21-0,31 1
2013 Italia Pomodoro 0,07 0,03-0,13 0,3 *
" Calnegre 0,04 0,02-0,07 0,2 g
Espafa

2014 Mojonera 0,01 0,003-0,03 0,1 *
Italia Sicilia 0,05 0,03-0,08 0,2 B
Espafia Totana 0,22 0,14-0,48 0,9 ns
Sannito 0,05 0,03-0,08 0,2 B

2016 Italia I,
Frasanito 0,07 0,04-0,11 0,3 *
Portugal Portugal2 0,04 0,02-0,06 0,2 &

CL50: Concentracion letal 50 en mg L''; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

Como se observa en la tabla 5.2 casi todas las poblaciones de T. absoluta bioensayadas en los
afios 2013, 2014 y 2016 presentaron diferencias significativas con respecto a la linea base de
susceptibilidad calculada en afios previos, obteniendo CL50 muy inferiores a la linea base, y
siendo Mojonera la poblacién mas susceptible, con un factor de resistencia de 0,1 con
respecto a la linea base de susceptibilidad. La poblacidn espafola Totana, bioensayada en el
afno 2016, fue la Unica que no presentd diferencias significativas con respecto a la linea base de
susceptibilidad, con una CL50 de 0,22 mg Lt y un factor de resistencia de 0,9. Estos datos
sugieren que en los Ultimos afos no se ha detectado resistencia a spinosad en T. absoluta en
Europa.

En el afio 2014, Campos et al. (2014) publicaron resultados sobre la susceptibilidad a spinosad
de poblaciones brasilefias, con CL50 entre 0,01y 0,41 mg L™ y una variabilidad de 41 (FR), no
habiendo diferencias significativas entre la poblacién brasilefia menos susceptible (CL50 = 0,41
mg L) y la linea base de susceptibilidad mostrada en la tabla 5.2. Sin embargo, la variabilidad
encontrada entre las poblaciones brasilefias (FR = 41) es superior a la variabilidad observada
entre las poblaciones de T. absoluta bioensayadas entre los afios 2010 y 2012 (FR = 10,5).
Asimismo, Campos et al. (2015) mostraron resultados de poblaciones brasilefias susceptibles a
spinosad con CL50 entre 0,007 y 0,63 mg L™ y una variabilidad de 90 (FR), siendo esta
variabilidad muy superior a la observada en nuestro trabajo (Tabla 5.1). Por otro lado, en 2015
se publicaron resultados de poblaciones turcas de T. absoluta susceptibles a spinosad (Yalgin et
al., 2015) con CL50 entre 0,11y 0,70 mg L™ y una variabilidad de 6,4 (FR). Estos valores de CL50
no difieren significativamente de la linea base de susceptibilidad calculada para spinosad en
este trabajo (CL50 = 0,25 mg LY).
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Por otra parte, en el afio 2016 se publicaron los primeros casos de poblaciones brasilefias de T.
absoluta que presentaban cambios en la susceptibilidad a spinosad (Silva et al., 2016b), con
CL50 entre 0,02 y 5,87 mg L, y una variabilidad de 294 (FR). Esta variabilidad es muy superior
a la observada en este trabajo entre los afios 2010 y 2012 (FR = 10,5), y se encontraron
diferencias significativas entre la poblacién brasilefia menos susceptible (CL50 = 5,87 mg L) y
la linea base de susceptibilidad calculada entre los afios 2010 y 2012 (0,25 mg L™). Asimismo,
en el afio 2016, Berger et al. (2016) encontraron poblaciones de campo procedentes de
Espafia, Brasil, Italia y Portugal con baja susceptibilidad a spinosad (CL50 entre 1,8 y 6,1 mg L
!). Aunque estos autores consideran estas poblaciones como susceptibles a la hora de
comparar con otras poblaciones menos susceptibles, existen diferencias significativas entre
estas poblaciones y la linea base de susceptibilidad calculada en este trabajo para spinosad
(CL50 = 0,25 mg L"). Ademas, estos autores también encontraron una poblacién portuguesa de
campo que presentaba una ligera resistencia a spinosad, con una CL50 de 14,9 mg L™. Si bien
los datos publicados en 2016 por otros autores sugieren que en la actualidad existen
poblaciones de T. absoluta ligeramente resistentes a spinosad, estos resultados son aun muy
inferiores a las dosis de campo de este insecticida (120 mg L™). Sin embargo, es necesario
realizar un seguimiento de estas poblaciones con el fin de evitar una elevada resistencia a
spinosad, y como consecuencia una resistencia cruzada con otros insecticidas.

En el afio 2017, Roditakis et al. (2017a) publicaron resultados de poblaciones griegas que
presentaban una elevada susceptibilidad a spinosad, con CL50 entre 0,27 y 0,32 mg L™, no
encontrando diferencias significativas entre estos valores y la linea base de susceptibilidad
calculada para spinosad entre los afios 2010 y 2012 (0,25 mg L™). Por otro lado, Roditakis et al.
(2017b) mostraron resultados sobre la susceptibilidad a spinosad de poblaciones de campo de
T. absoluta procedentes de ltalia, Grecia, Israel y Reino Unido. Para las poblaciones italianas,
griegas e israelitas, las variabilidades encontradas entre poblaciones fueron de 4, 6,5y 1,2 (FR)
respectivamente. Estas variabilidades son inferiores a las encontradas en este trabajo entre los
afios 2010 y 2016 (Tabla 5.1; Tabla 5.2). En el caso de la poblacién procedente de Reino Unido,
esta presentd una ligera resistencia a spinosad (CL50 de 9,02 mg L), encontrdndose
diferencias significativas entre esta poblacion y la linea base de susceptibilidad calculada para
spinosad en este trabajo (CL50 = 0,25 mg L™).

En los Ultimos afos se ha estudiado la susceptibilidad a spinosad en otros lepidépteros. Ahmad
et al. (2015) encontraron poblaciones de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) procedentes de Pakistan con baja susceptibilidad a spinosad (CL50 entre 5,55 vy
40,9 mg L") y una variabilidad de 7,4 (FR). Esta variabilidad es similar a la observada en este
trabajo para T. absoluta (FR = 10,5).
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También hay varias publicaciones sobre la susceptibilidad a spinosad en Plutella xylostella
Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae). Liu et al. (2015) publicaron resultados sobre Ia
susceptibilidad de poblaciones chinas de P. xylostella a spinosad, con CL50 que variaban entre
0,24 vy 3,66 mg L'y una variabilidad de 15,3 (FR). Asimismo, en 2016 se encontraron
poblaciones brasilefias de P. xylostella que presentaban CL50 entre 0,017 y 3,64 mg L a
spinosad, y una variabilidad de 214 (FR) (Neto et al., 2016). Estos rangos de variabilidad son
superiores a los encontrados para T. absoluta en este trabajo (Tabla 5.1). Por otro lado, Zhang
et al. (2016) también estudiaron la susceptibilidad de poblaciones chinas de P. xylostella a
spinosad, con CL50 que variaban entre 0,71y 2,57 mg L' y una variabilidad de 3,6 (FR). Esta
variabilidad se encuentra dentro del rango observado para T. absoluta (Tabla 5.1).

Spinosad es un insecticida de amplio espectro, siendo bastante eficaz en otras plagas agricolas.
Existen varios trabajos sobre el estudio de la susceptibilidad y la resistencia a spinosad en
Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae). Bielza et al. (2007) publicaron
resultados de poblaciones de campo espafiolas de F. occidentalis muy resistentes a spinosad,
con una variabilidad de mas de 2 millones de veces entre la poblacion de campo mas
resistente y la poblacidon susceptible de referencia. Por otro lado, Li et al. (2016) estudiaron la
susceptibilidad a spinosad de poblaciones de campo chinas de F. occidentalis. Estos autores
encontraron una variabilidad de 81 veces (FR) entre su poblacién de campo mas resistente y su
poblacién susceptible de referencia.

La tabla 5.3 muestra los resultados de los bioensayos realizados con larvas en diferentes
estados de desarrollo, L2 y L4, de una poblacion de T. absoluta. No se encontraron diferencias
significativas entre los estados de desarrollo, con CL50 de 0,29 y 0,42 mg L' para los
bioensayos con L2 y L4 respectivamente. Estos resultados sugieren que no existen diferencias
en la susceptibilidad a spinosad en funcién del estado de desarrollo larvario de T. absoluta.

Tabla 5.3: Toxicidad a spinosad de una poblacion de T. absoluta en estado larvario L2 y L4.

Aguilas (L2) 0,29 0,14-0,50 1

Aguilas (L4) 0,42 0,26-0,82 1,4 ns

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95%
en mg L'l; FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas
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5.3.2. Indoxacarb

En la tabla 5.4 se muestran los resultados obtenidos de los bioensayos realizados en los afios
2010, 2011 y 2012 para indoxacarb. La poblacidn espainola Gallegol fue la que presentd un
menor valor de CL50 (0,27 mg L), siendo la poblacién mas susceptible con respecto al resto
de poblaciones. Por otro lado, fue la poblacidn espafiola Mazarrén la menos susceptible, ya
que presentd el valor de CL50 mas elevado (0,80 mg L). Se observé una variabilidad de 3
veces entre la poblacién mas susceptible y la menos susceptible (FR). Ademas, se encontraron
diferencias significativas en tres poblaciones, Mazarrén, Almeria y Aguilas con respecto a la
poblacién mas susceptible Gallegol, aunque estas diferencias se encuentran dentro de la
variabilidad natural esperable. La linea base de susceptibilidad calculada fue de 0,43 mg L™
Este valor de linea base de susceptibilidad, y todos los valores de CL50 de las poblaciones
bioensayadas entre 2010 y 2012, estdn muy por debajo de la dosis de campo de este
insecticida (60 mg L™). Por lo tanto, estos resultados muestran la elevada susceptibilidad de
estas poblaciones a indoxacarb, no habiendo indicios de resistencia a este insecticida en
poblaciones europeas de T. absoluta entre los afios 2010y 2012.

Tabla 5.4: Toxicidad a indoxacarb de diferentes poblaciones de T. absoluta y linea base de
susceptibilidad.

Pais Ao Poblacion CL50 LF (95%) FR

2010 Abaran 0,44 0,33-0,53 1,6 ns
2010 Nijar 0,44 0,26-0,97 1,6 ns
2010 Canarias 0,43 0,29-0,55 1,6 ns

. 2010 Gallegol 0,27 0,13-0,36 1 -

Espaia 2010 Almeria 0,64 0,43-0,87 2,4 *
2010 Tudela 0,31 0,18-0,48 1,1 ns

2011 Aguilas 0,66 0,39-1,13 2,4 %

2012 Mazarrén 0,80 0,44-1,24 3,0 *
2010 Biancavilla 0,54 0,23-0,85 2,0 ns
Italia 2011 Foggia 0,30 0,19-0,43 1,1 ns
2012 Fossano 0,44 0,28-0,69 1,6 ns
2010 Charneca 0,29 0,21-0,38 1,1 ns
Portugal 2010 Boavista 0,38 0,28-0,51 14 s
Francia 2012 Francia 0,43 0,15-0,84 1,6 ns
Grecia 2012 Grecia 0,55 0,33-1,13 2,0 ns

Linea Base de Susceptibilidad 0,43 0,38-0,48 -

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas
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En el afo 2011 se publicaron resultados sobre la susceptibilidad de poblaciones brasilefias de
T. absoluta a indoxacarb (Silva et al, 2011), con CL50 entre 0,86 y 10,82 mg LY y una
variabilidad de 27,7 (FR). Comparados con los resultados obtenidos en este trabajo entre los
afios 2010 y 2012 para indoxacarb (Tabla 5.4), existen diferencias significativas entre la CL50
de la poblacién brasilefia menos susceptible (10,82 mg L™) y la linea base de susceptibilidad
calculada para indoxacarb (0,43 mg L'). Dagli et al. (2012) presentaron resultados de
poblaciones turcas susceptibles a indoxacarb, con CL50 entre 0,2 y 4 mg L™ y una variabilidad
de 20 (FR), encontrando diferencias significativas entre la poblacidn turca menos susceptible (4
mg L") y Mazarrén (0,80 mg L™), nuestra poblacién menos susceptible. Ademds, la variabilidad
observada entre las poblaciones turcas es muy superior a la observada en este trabajo (Tabla
5.4). Por otro lado, Roditakis et al. (2013a) publicaron resultados de poblaciones griegas
ligeramente resistentes a indoxacarb, con CL50 entre 1,73 y 17,50 mg L™, y una variabilidad de
10,1 (FR), encontrando diferencias significativas entre estos valores de CL50 y nuestra linea
base de susceptibilidad (0,43 mg L™). También, en el afio 2013 se mostraron datos sobre la
susceptibilidad de poblaciones italianas de T. absoluta a indoxacarb (Roditakis et al., 2013b),
con CL50 entre 0,93 y 10,76 mg L™ y una variabilidad de 11,6 (FR). Esta variabilidad es superior
a la encontrada en nuestro trabajo (FR = 3; Tabla 5.4). Sin embargo, los resultados mostrados
por los autores anteriormente citados son inferiores a la dosis de campo de indoxacarb (60 mg
LY.

En la tabla 5.5 se presentan los resultados de la evolucién de la resistencia de T. absoluta a
indoxacarb entre los afos 2013 y 2015, comparando las CL50 obtenidas de los bioensayos
realizados en ese periodo de tiempo, con la linea base de susceptibilidad calculada entre los
afios 2010-2012.

Tabla 5.5: Evolucidn de la toxicidad a indoxacarb de diferentes poblaciones de T. absoluta
entre los aiios 2013 y 2015.

Poblacion LF (95%)
Linea Base 0,43 0,38-0,48 1
s Italia Pomodoro 0,53 0,31-0,81 1,2 ns
Grecia Peloponeso 0,39 0,24-0,60 0,9 ns
Gallego2 0,22 0,11-0,39 0,5 ns
" Villaverde 0,32 0,19-0,55 0,7 ns
Espafa
2014 Calnegre 0,42 0,06-1,60 1,0 ns
Mojonera 0,67 0,36-1,18 1,6 ns
Italia Sicilia 0,47 0,14-1,16 1,1 ns
Al ial5 0,90 0,49-1,45 2,1 &
2015 Espafia meria
La Palma 0,29 0,17-0,49 0,7 ns

CL50: Concentracién letal 50 en mg L'™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas
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En los afios 2013, 2014 y 2015 no se encontraron diferencias significativas entre las distintas
poblaciones bioensayadas y la linea base de susceptibilidad, salvo para la poblacién espafiola
Almerial5, que presenté una CL50 de 0,90 mg L™, y una variabilidad con respecto a la linea
base de susceptibilidad de 2,1 (FR). Sin embargo, esta variabilidad estd dentro de la
variabilidad natural esperable, y la CL50 calculada para Almerial5 estd muy por debajo de la
dosis de campo de indoxacarb (60 mg L™).

Entre los anos 2014 y 2017, varios autores publicaron resultados de la susceptibilidad a
indoxacarb en T. absoluta. Campos et al. (2014) estudiaron la susceptibilidad a indoxacarb en
una poblacién brasilefia de T. absoluta, que presentaba una CL50 de 0,86 mg L, valor superior
a la linea base de susceptibilidad a indoxacarb calculada en este trabajo (Tabla 5.4). Yalgin et
al. (2015) encontraron poblaciones de campo de T. absoluta procedentes de Turquia
moderadamente resistentes a indoxacarb. Estas poblaciones presentaban CL50 entre 26,81 y
215,26 mg L' y una variabilidad de 8 (FR), siendo esta variabilidad superior a la encontrada en
este trabajo (FR = 3). En 2016, Silva et al. (2016a) mostraron resultados de poblaciones
brasilefias de T. absoluta que presentaban CL50 entre 0,86 y 2,89 mg L™ y una variabilidad de
3,4 (FR). Estos valores de CL50 son superiores a la linea base de susceptibilidad calculada para
indoxacarb (0,43 mg L"), pero la variabilidad encontrada entre las poblaciones brasilefias es
similar a la calculada entre las poblaciones bioensayadas entre los a los 2010 y 2012 (Tabla
5.4).

Por otro lado, Roditakis et al. (2017a) publicaron resultados de poblaciones griegas
ligeramente resistentes a indoxacarb, con CL50 entre 0,97 y 21,9 mg L?, y una poblacién
italiana con baja susceptibilidad a indoxacarb (CL50 = 10,4 mg L™). A pesar de que todos estos
valores de CL50 son superiores a la linea base de susceptibilidad de indoxacarb (Tabla 5.4),
siguen estando por debajo de la dosis de campo de este insecticida (60 mg L™). Ademas, estos
autores obtuvieron una poblacidn griega resistente a indoxacarb, al realizar una presion de
seleccidn al insecticida en el laboratorio. La CL50 que alcanzaron con la seleccidn fue de 1740
mg L, y a partir de esta poblacion resistente identificaron dos mutaciones, F1845Y y V1848I,
las cuales demostraron que intervienen en la resistencia a indoxacarb en T. absoluta. Por lo
tanto, en este trabajo se llegd a la conclusidén que en el mecanismo de resistencia a indoxacarb
en T. absoluta intervienen tanto las enzimas de detoxificacion, P-450 monooxigenasas y
esterasas, y las dos mutaciones encontradas en el trabajo de estos autores, siendo una
combinacion de mecanismo de resistencia metabdlica y en el punto de accién.

También en el afio 2017, Roditakis et al. (2017b) publicaron resultados sobre la susceptibilidad
a indoxacarb de poblaciones de campo de T. absoluta procedentes de Grecia, Italia, Israel y
Reino Unido. Con respecto a la poblacién procedente de Reino Unido, esta mostré una elevada
susceptibilidad a indoxacarb, con una CL50 de 0,26 mg L™. Este valor esta por debajo de la
linea base de susceptibilidad calculada para indoxacarb en este trabajo (CL50 = 0,43 mg L™). En
las poblaciones griegas, italianas e israelitas bioensayadas, la variabilidad encontrada entre
ellas fue de 135, 14,7 y 45,8 (FR) respectivamente. Estas variabilidades estdn muy por encima
de las encontradas en este trabajo (Tabla 5.4; Tabla 5.5).
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A diferencia de los trabajos citados, en nuestro trabajo no se detectaron indicios de
poblaciones de T. absoluta resistentes a este insecticida en los primeros afios de uso de
indoxacarb. Sin embargo, seria conveniente realizar un control sobre las poblaciones que han
presentado baja susceptibilidad a indoxacarb en estos ultimos afos, y asi poder prevenir el
desarrollo de resistencia a este insecticida.

En la actualidad, existen numerosos trabajos en donde se ha estudiado la susceptibilidad a
indoxacarb en otros lepiddpteros plaga, observandose en la mayoria de los casos rangos de
variabilidad superiores a los encontrados en este trabajo para T. absoluta. En el afio 2015 se
encontraron poblaciones de S. litura procedentes de Pakistdn moderadamente resistentes a
indoxacarb (Ahmad et al, 2015), con valores de CL50 entre 6,65 y 484 mg L*, y una
variabilidad de 72,8 (FR). Esta variabilidad es muy elevada comparada con la observada en este
trabajo para T. absoluta (FR = 3; Tabla 5.4). En 2016, Sang et al. (2016) encontraron
poblaciones chinas de S. litura con CL50 que variaban entre 3,52 y 88,89 mg L?, y una
variabilidad de 25,2 (FR). Estos valores de CL50 son superiores a los observados en este trabajo
para T. absoluta (Tabla 5.4; Tabla 5.5). Por otro lado, en 2015 se encontraron poblaciones
australianas de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) muy susceptibles a
indoxacarb (Bird, 2015), con valores de CL50 entre 0,147 y 0,518 mg L y una variabilidad de
3,5 (FR). Esta variabilidad es muy similar a la encontrada para T. absoluta (FR = 3).

Zhang et al. (2016) también estudiaron la susceptibilidad de poblaciones chinas de P. xylostella
a indoxacarb. Estos autores encontraron poblaciones con CL50 entre 2,08 y 17,92 mg L*,
valores superiores a la linea base de susceptibilidad de T. absoluta a indoxacarb (0,43 mg L™).

En la tabla 5.6 se muestran los resultados de los bioensayos realizados con larvas en estado de
desarrollo L2 y L4, de una poblacién griega de T. absoluta. Como se puede observar en la tabla,
no hubo diferencias significativas entre los dos estados de desarrollo, con CL50 de 0,39 y 0,68
mg Lt para los bioensayos con L2 y L4 respectivamente. De la misma forma que sucede con
spinosad, no existen diferencias en la susceptibilidad a indoxacarb al emplear el insecticida
sobre larvas en estadio L2 o L4.

Tabla 5.6: Toxicidad a indoxacarb de una poblacion de T. absoluta en estado larvario L2 y L4.

Poblacion LF (95%)

Peloponeso (L2) 0,39 0,24-0,60 1

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95%
en mg L' FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas

Lidia Garcia Vidal 107



CAPITULO 2

5.4. Conclusiones

Los resultados expuestos en este capitulo muestran la elevada susceptibilidad a los insecticidas
spinosad e indoxacarb entre las poblaciones de T. absoluta bioensayadas entre los afios 2010 y
2012, y las bioensayadas en el monitoreo realizado en afios posteriores. Ademas, las lineas
bases de susceptibilidad calculadas para estos dos insecticidas se encuentran muy por debajo
de sus respectivas dosis de campo recomendadas para su uso en T. absoluta.

Sin embargo, en los afios 2015 y 2017 se han citado poblaciones brasilefias, griegas, italianas,
portuguesas, turcas, israelitas, inglesas y espafiolas de T. absoluta con ligeros a moderados
cambios en la susceptibilidad a spinosad e indoxacarb, lo cual hace necesario un control de la
evolucidn de la susceptibilidad a estos insecticidas, con el fin de realizar una buena estrategia
de prevencion de desarrollo de la resistencia de estos dos insecticidas.

Por ultimo, no se han encontrado diferencias en la susceptibilidad a spinosad e indoxacarb en
funcidn del estadio larvario del insecto, siendo igual de eficaz el tratamiento insecticida en
larvas en estadio L2 como en L4.
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6.1. Introduccion

La polilla del tomate o gusano minador del tomate, Tuta absoluta (Meyrick), es nativa de
Sudamérica y fue detectada por primera vez en Espafia en el afo 2006, concretamente en
Castellon (Urbaneja et al.,, 2012) desde donde se extendié a todas las areas de cultivo de
tomate en Espafia, y posteriormente a otros paises de Europa. En la actualidad, T. absoluta es
considerada una de las plagas mds devastadoras del cultivo del tomate (Desneux et al., 2011).

El uso de fitosanitarios es fundamental para el control en campo de T. absoluta, siendo
esencial su integracidon en un programa global de Gestion Integrada de Plagas (GIP). Debido al
creciente riesgo de desarrollo de resistencias a insecticidas en T. absoluta, es necesario llevar a
cabo un estudio sobre la evolucidon de la resistencia a los insecticidas autorizados para su
control, con el fin de poder prevenir el desarrollo de resistencias cruzadas y estudiar los
mecanismos de resistencia implicados.

Clorantraniliprol y ciantraniliprol son dos diamidas del acido antranilico (Lahm et al., 2005,
2007, 2009). Las diamidas son un nuevo grupo de insecticidas que han sido clasificados como
moduladores del receptor de la rianodina (IRAC, 2016). A diferencia de los insecticidas
neurotoéxicos, las diamidas son muy tdxicas frente a las plagas agricolas, pero al mismo tiempo
respetuosas con los enemigos naturales, convirtiéndose en herramientas adecuadas dentro de
un programa de GIP (Mills et al., 2016).

Recientemente se han encontrado poblaciones de T. absoluta bastantes resistentes a las
diamidas (Roditakis et al., 2015; Silva et al., 2016; Roditakis et al., 2017a, 2017b, 2017c). Este
hecho pone de manifiesto la importancia del estudio de la resistencia a diamidas en T.
absoluta, los mecanismos implicados en esta resistencia y la posible resistencia cruzada que
pueda haber entre las propias diamidas, y entre las diamidas y otros insecticidas autorizados
para el control de T. absoluta.

En este trabajo se obtuvieron dos poblaciones de T. absoluta resistentes a dos diamidas, a
partir de una poblacion de campo que ya mostraba cierta resistencia. Por un lado, se
seleccioné en el laboratorio una poblacion resistente a clorantraniliprol, Sicilia R-
clorantraniliprol, y por otro lado se selecciond una poblacidn resistente a ciantraniliprol, Sicilia
R-ciantraniliprol. Con estas dos poblaciones se estudiaron las resistencias cruzadas entre ellas y
con los insecticidas flubendiamida, spinosad, indoxacarb y emamectina benzoato. También se
realizaron bioensayos con los sinergistas PBO, DEF y DEM para determinar si la resistencia a
clorantraniliprol y a ciantraniliprol en T. absoluta se debe a un mecanismo de resistencia
metabdlico.
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6.2. Material y Métodos

6.2.1. Poblacion de T. absoluta

La poblacién de T. absoluta elegida en este trabajo, con el fin de obtener dos poblaciones
resistentes a los insecticidas clorantraniliprol y ciantraniliprol, fue Sicilia. Esta poblacion se
recolecté en diciembre del afio 2014 en un invernadero de tomate situado en la regién de
Sicilia (Italia). Previamente se habia informado de fallos de control en campo de T. absoluta al
emplear el insecticida clorantraniliprol en la zona de recoleccién y alrededores de esta
poblacién. En el laboratorio, esta poblacidn resulté resistente, con factores de resistencia de
367 (FR) para clorantraniliprol y de 77,1 (FR) para ciantraniliprol (Tabla 4.2 y Tabla 4.5, Capitulo
4). Para eliminar los posibles individuos sensibles de la poblaciéon y aumentar su resistencia a
cada diamida, se seleccioné mas en el laboratorio. Por lo tanto, nos resultd util partir de una
poblacién que presentara una menor susceptibilidad a clorantraniliprol y ciantraniliprol, y asi
obtener poblaciones con una mayor resistencia de forma mas rapida.

6.2.2. Insecticidas

Las formulaciones comerciales de los insecticidas utilizados en los bioensayos fueron:
clorantraniliprol 35% WG (Altacor (rynaxypyr), DuPont), ciantraniliprol 10,26% OD (Benevia
(cyazypyr), DuPont), flubendiamida 24% WG (Fenos, Bayer CropScience), spinosad 48% SC
(Spintor 480 SC, Dow AgroScience), indoxacarb 30% WG (Steward, DuPont) y emamectina
benzoato 0,855% SG (Affirm, Syngenta Agro).

6.2.3. Bioensayos de susceptibilidad

Se realizaron bioensayos de susceptibilidad con larvas en estadio 2 (L2) de T. absoluta para
cada una de las poblaciones resistentes, con el fin de determinar si hay resistencias cruzadas
con otros insecticidas estudiados en este trabajo.

Ver apartado 3.4.1. Bioensayos de susceptibilidad, en el capitulo 3 de Material y Métodos
Generales.

6.2.4. Bioensayos de seleccion de resistencias

Los bioensayos de seleccién se realizaron para obtener una poblacidn resistente a
clorantraniliprol y otra a ciantraniliprol. Se partié de la poblacién Sicilia para obtener ambas
selecciones.

Ver apartado 3.4.2. Bioensayos de seleccién de resistencias, en el capitulo 3 de Material y
Métodos Generales.
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6.2.5. Bioensayos con sinergistas

Se realizaron bioensayos con los sinergistas butéxido de piperonilo (PBO) a una concentracién
de 1000 mg L s,S,S tributil fosforotritioato (DEF) a una concentracién de 300 mg L y dietil
maleato (DEM) también a una concentracién de 300 mg L™. Estos bioensayos se llevaron a
cabo tanto con la poblacién seleccionada a clorantraniliprol como con la seleccionada a
ciantraniliprol, para determinar si la resistencia a estos insecticidas se debe a un mecanismo de
resistencia metabdlica o no.

Ver apartado 3.4.3. Bioensayos con sinergistas, en el capitulo 3 de Material y Métodos
Generales.

6.2.6. Andlisis de datos

Los datos de los bioensayos se analizaron usando el programa estadistico POLO-Plus para el
analisis probit de los datos (LeOra-Software, 2005). Los pardmetros calculados para este
estudio fueron: la concentracion letal 50 (CL50), que es la concentracidn que causa una
mortalidad del 50%, y sus limites fiduciales al 95% para cada poblacién e insecticida,
expresados en mg L™; los factores de resistencia (FR) de cada poblacién, comparando la CL50
de cada poblacién con la CL50 de la linea base de susceptibilidad (Tabla 4.1, Tabla 4.4 y Tabla
4.7, Capitulo 4; Tabla 5.1 y Tabla 5.4, Capitulo 5); el factor de sinergismo (FS), comparando la
CL50 del bioensayo con el sinergista y la CL50 de la poblacién resistente.

6.3. Resultados y Discusion

En este apartado se presentan los resultados obtenidos de la seleccién de resistencia de la
poblacién Sicilia a los insecticidas clorantraniliprol y ciantraniliprol. Una vez obtenidas las dos
poblaciones resistentes, estas se bioensayaron a los distintos insecticidas estudiados en este
trabajo para determinar la existencia o no de resistencias cruzadas. Por otro lado, en este
apartado también se muestran los resultados obtenidos al bioensayar las poblaciones
resistentes con los tres sinergistas, PBO, DEM y DEF. Estos bioensayos se realizan para
determinar si el mecanismo implicado en la resistencia a estos dos insecticidas se debe a un
mecanismo de resistencia metabdlica.
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6.3.1. Seleccidn a clorantraniliprol, resistencias cruzadas y mecanismos de resistencia

En la tabla 6.1 se muestran los resultados obtenidos de la seleccién a clorantraniliprol de la
poblacién de T. absoluta Sicilia. Como se puede observar en la tabla, al inicio de la seleccion
(SO) se aumentd la concentracidn insecticida de 100 a 300 mg L™, obteniendo una media de
mortalidad de 58,7%. Se decidié comenzar la seleccién con un tratamiento de 100 mg L™
debido a que la CL50 a clorantraniliprol de la poblacién Sicilia fue de 47,65 mg L™ (Tabla 4.2,
Capitulo 4), y buscabamos una concentracién a la cual se muriera alrededor del 80% de la
poblacién. Con esto queriamos conseguir que los individuos supervivientes fueran realmente
resistentes a clorantraniliprol. Conforme aumenta la seleccion también aumenta la
concentracién de insecticida, pero los porcentajes de mortalidad varian, aumentando o
disminuyendo a medida que se avanza en la seleccidn. Sin embargo, a partir de la seleccién 3
(S3), donde se realizaron tratamientos de seleccién con una concentracidn de insecticida de
300 mg L7, se observé una tendencia descendente de la mortalidad hasta la seleccién 6 (S6).
En esta seleccidn se realizé primero un tratamiento con una concentracion insecticida de 1000
mg L?, pero al obtener muy baja mortalidad se descarté y por este motivo no aparece en la
tabla 6.1. Se decidi® entonces aumentar la concentracién insecticida a 3000 mg L™
Finalmente, llegamos a una seleccién 7 (S7), donde el tratamiento insecticida fue de 3000 mg
L, obteniéndose una mortalidad de 22,9%. Decidimos detener el tratamiento de seleccidn en
este punto, ya que consideramos que habiamos conseguido una poblacion bastante resistente
en comparacién con la poblacidn original de partida. A esta poblacidon seleccionada vy
resistente al insecticida clorantraniliprol se le llamé Sicilia R-clorantraniliprol.

Tabla 6.1: Seleccién de la resistencia a clorantraniliprol en la poblacidn Sicilia.

Seleccion  Tratamiento (mgL") Totallarvas % Mortalidad

SO 100-300 2080 58,7
S1 250-300 962 31,6
S2 300-500 1598 81,1
S3 300 769 72,8
sS4 300 1624 63,1
S5 300 1222 48,6
S6 3000 860 56,1
S7 3000 976 22,9

Una vez obtenida la poblacidn resistente a clorantraniliprol, se determind su CL50 para
comprobar el nivel de resistencia adquirido en el proceso de seleccidn. Al mismo tiempo, esta
poblacién resistente se bioensayd a diferentes insecticidas (ciantraniliprol, flubendiamida,
spinosad, indoxacarb y emamectina benzoato) para determinar si existe resistencia cruzada
con otros insecticidas empleados en T. absoluta.
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En la tabla 6.2 se muestran los resultados de estos bioensayos, comparando las CL50 de la
poblacidn resistente a clorantraniliprol con la linea base de susceptibilidad de cada uno de los
insecticidas. También se observa en la tabla 6.2 las CL50 de la poblacién Sicilia a todos los
insecticidas estudiados. Estos valores nos sirven para ver la variaciéon de la susceptibilidad a
cada uno de los insecticidas, al comparar la poblacidn original Sicilia con la poblacidn resistente
Sicilia R-clorantraniliprol.

La CL50 a clorantraniliprol de la poblacidn resistente Sicilia R-clorantraniliprol fue de 7453 mg
L™, con un factor de resistencia con respecto a la linea base de susceptibilidad de 57333.
Ademas, la poblacion Sicilia R-clorantraniliprol fue 156 veces mas resistente a clorantraniliprol
que la poblacién Sicilia. Este hecho nos indica que la seleccion de la resistencia a
clorantraniliprol se llevd a cabo de forma exitosa, obteniendo una poblacidon muy resistente a
este insecticida.

Tabla 6.2: Toxicidad a clorantraniliprol y a diferentes insecticidas de la poblacion Siciliay la
poblacion resistente Sicilia R-clorantraniliprol.

Insecticida Poblacién CL50 LF (95%) FR
Linea Base de Susceptibilidad 0,13 0,11-0,17 1
Clorantraniliprol Sicilia 47,65 24,54-183,09 367
Sicilia R-clorantraniliprol 7453 2705-26004 57333 *
Linea Base de Susceptibilidad 0,09 0,08-0,11 1
Ciantraniliprol Sicilia 6,94 2,34-13,59 77
Sicilia R-clorantraniliprol 751,71 289,15-1347 8352 *
Linea Base de Susceptibilidad 0,12 0,11-0,14 1
Flubendiamida Sicilia 449,80 115,32-875,19 3748
Sicilia R-clorantraniliprol 21216 6518-32350 176800 *
Linea Base de Susceptibilidad 0,43 0,38-0,48 1
Indoxacarb Sicilia 0,47 0,14-1,16 1,1
Sicilia R-clorantraniliprol 0,74 0,44-1,29 1,7 ns
Linea Base de Susceptibilidad 0,25 0,21-0,31 1
Spinosad Sicilia 0,05 0,03-0,08 0,2
Sicilia R-clorantraniliprol 0,03 0,02-0,05 0,1 &
. Linea Base de Susceptibilidad * 0,014 0,012-0,016 1
E';‘:::z;tt':a Sicilia 0,034 0,013-0,067 2,4
Sicilia R-clorantraniliprol 0,015 0,007-0,032 1,1 ns

CL50: Concentracion letal 50 en mg L LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas;
3: Martinez-Aguirre (2017).
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Al mismo tiempo, en la tabla 6.2 se puede observar que la poblacién resistente a
clorantraniliprol Sicilia R-clorantraniliprol, cuando se bioensayd al resto de insecticidas, mostrd
diferencias significativas con respecto a la linea base de susceptibilidad de ciantraniliprol,
flubendiamida y spinosad, pero no para indoxacarb y emamectina benzoato. Por lo tanto, en
vista de los resultados obtenidos para estos dos insecticidas, no hay resistencia cruzada entre
clorantraniliprol e indoxacarb ni entre clorantraniliprol y emamectina benzoato. En el caso de
spinosad, la CL50 de la poblacidn resistente a clorantraniliprol fue de 0,03 mg L™, inferior a la
CL50 de la poblacién Sicilia (0,05 mg L™). El factor de resistencia al compararlo con la linea base
de susceptibilidad de spinosad fue de 0,1. Estos resultados podrian indicar una posible
resistencia cruzada negativa, es decir, cuanto mas resistente es la poblacién a clorantraniliprol,
esta parece ser mas susceptible a spinosad. Sin embargo, la diferencia de factor de resistencia
de casi 60000 (FR) para clorantraniliprol y de apenas 10 (FR) para spinosad, sugiere que mas
gue una resistencia cruzada negativa sea un ligero cambio en la poblacién sin relacién con la
seleccion a clorantraniliprol, debido quizds a un coste en la aptitud de los individuos.

Para ciantraniliprol, la CL50 de la poblacién Sicilia R-clorantraniliprol fue de 751,71 mg L™, con
una variabilidad en comparacién con la linea base de susceptibilidad de 8352, y 108 veces mas
resistente a ciantraniliprol que la poblacién Sicilia. En el caso de flubendiamida, la CL50 de la
poblacién resistente a clorantraniliprol fue de 21216 mg L™, con un factor de resistencia con
respecto a la linea base de susceptibilidad de 176800, y siendo 47 veces mads resistente a
flubendiamida que la poblacién Sicilia. Estos resultados nos indican que existe una fuerte
resistencia cruzada entre clorantraniliprol y ciantraniliprol, y entre clorantraniliprol vy
flubendiamida, confirmando las sospechas que nos habian surgido en los resultados obtenidos
en el capitulo 4 de esta Tesis. Ademds, se observa que la resistencia cruzada con
flubendiamida es 21 veces mayor que la resistencia cruzada con ciantraniliprol. Por lo tanto,
cuando se selecciona a clorantraniliprol, aumenta mas la resistencia a flubendiamida que a
ciantraniliprol. Esta resistencia cruzada entre las tres diamidas en poblaciones de T. absoluta
ya ha sido observada por otros autores. Roditakis et al. (2017b) mostraron resultados sobre la
resistencia cruzada entre clorantraniliprol y flubendiamida (con un factor de resistencia
superior a 2500) en una poblacién italiana de T. absoluta seleccionada en el laboratorio a
clorantraniliprol, siendo 1356 veces mas resistente a clorantraniliprol que su poblacion
sensible. Silva et al. (2016) encontraron poblaciones brasilefias muy resistentes a
clorantraniliprol, ciantraniliprol y flubendiamida, observando una fuerte resistencia cruzada
entre las tres diamidas.

En Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae) también se ha observado resistencia
cruzada entre las tres diamidas. Liu et al. (2015b) observaron resistencia cruzada entre
clorantraniliprol y flubendiamida y entre clorantraniliprol y ciantraniliprol al bioensayar una
poblacion de P. xylostella seleccionada a clorantraniliprol (FR = 48,2) a las otras dos diamidas.
En este trabajo se obtuvieron factores de resistencia con respecto a su poblacién susceptible
de referencia de 7,3 (FR) para flubendiamida y 3,3 (FR) para ciantraniliprol.
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Por otra parte, esta resistencia cruzada entre los tres insecticidas diamidas sugiere la existencia
de un mecanismo de resistencia que afecta a estos tres insecticidas. Por lo tanto, es
interesante comprobar si este mecanismo de resistencia se debe a una resistencia metabdlica,
es decir, si la resistencia se debe a la acciéon de enzimas de detoxificacién presentes en el
insecto, o si por el contrario se debe a una modificacién en el punto donde actia la molécula
insecticida en el interior del insecto. En la tabla 6.3 se muestran los resultados de los
bioensayos realizados con los tres sinergistas junto al insecticida clorantraniliprol en la
poblacidn resistente Sicilia R-clorantraniliprol.

Tabla 6.3: Toxicidad a clorantraniliprol y clorantraniliprol mas PBO, DEF y DEM de la
poblacion resistente Sicilia R-clorantraniliprol.

Insecticida Poblacion CL50 LF (95%) FR FS
Linea Base de 013 0,11-0,17 1
Clorantraniliprol Susceptibilidad
Sicilia R-clorantraniliprol 7453 2705-26004 57333 * 1
c'°’a:t;;';"pr°' Sicilia R-clorantraniliprol 482,46 121,06-1178 3711 * | 154 *
c'°’a’:t|’)aE"F"'pr°' Sicilia R-clorantraniliprol 4271| 1660-11053 32860 * [ 1,7 ns
c'°’a:t|;:'“','|"pr°' Sicilia R-clorantraniliprol 4608 | 1244-11450 35448 * [ 16/ ns

CL50: Concentracion letal 50 en mg L™; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™*; FR: Factor de
Resistencia; FS: Factor de Sinergismo; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

Como se observa en la tabla 6.3, en los bioensayos donde se emplearon los sinergistas DEF o
DEM junto al insecticida clorantraniliprol, no disminuyé de forma significativa la CL50 con
respecto a la CL50 obtenida cuando se bioensayd el insecticida solo. Se obtuvo un factor de
sinergismo de 1,7 (FS) para el bioensayo con DEF y de 1,6 (FS) para el realizado con DEM. Sin
embargo, al bioensayar la poblacidn resistente al insecticida junto al sinergista PBO, se observd
una disminucién significativa de la resistencia con un factor de sinergismo de 15,4 (FS). Esta
disminucién de la resistencia a clorantraniliprol al emplear el sinergista PBO junto al
insecticida, parece indicar que las enzimas P450 monooxigenasas tienen un papel en la
resistencia a clorantraniliprol en T. absoluta. Otros autores difieren con estos resultados.
Roditakis et al. (2017b) observaron una disminucion (no estadisticamente significativa) de la
resistencia a clorantraniliprol en su poblacidn resistente a este insecticida cuando se bioensayd
esta poblacion con clorantraniliprol junto al sinergista DEF (FS = 11), pero no con los sinergistas
PBO y DEM.
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Con respecto a otros lepiddpteros, Liu et al. (2015b) observaron una disminucion de la
resistencia a clorantraniliprol en una poblacidn de P. xylostella seleccionada a este insecticida,
cuando se bioensayd el insecticida junto al sinergista PBO, obteniendo un factor de sinergismo
de 6,1 (FS). Por otro lado, no observaron disminucién de la resistencia al insecticida cuando lo
emplearon junto con los sinergistas DEF y DEM.

Aunque el uso combinado de clorantraniliprol y el sinergista PBO da lugar a una disminucién
significativa de la resistencia en la poblacién Sicilia R-clorantraniliprol, esta sigue siendo muy
resistente con respecto a Sicilia (10 veces mas resistente). Este hecho parece indicar que
existen mecanismos de resistencia adicionales implicados en la resistencia a clorantraniliprol
en T. absoluta, como el mecanismo de resistencia en el punto de accién.

6.3.2. Seleccidn a ciantraniliprol, resistencias cruzadas y mecanismos de resistencia

Los resultados obtenidos de la seleccion a ciantraniliprol de la poblacién Sicilia se muestran en
la tabla 6.4. Se realizaron tratamientos de seleccién a concentraciones del insecticida de 5y 10
mg L™ al inicio de la seleccidn (S0), obteniendo una mortalidad media de 78,8%. Se mantuvo
una concentraciéon de 5 mg L™ durante dos selecciones mas (S1 y S2) y a medida que la
mortalidad media fue disminuyendo mientras avanzaba la selecciéon, se aumentd la
concentracién insecticida. En la seleccidon 6 (S6) se realizaron tratamientos a concentraciones
de 100 y 1000 mg L, y se obtuvo una mortalidad media de 16,8%. Esta mortalidad nos indicé
gue en realidad no estdbamos seleccionando, ya que la mortalidad obtenida fue similar a la
que pudiese tener un control en un bioensayo similar. Por lo tanto, en la siguiente seleccidn,
seleccién 7 (S7), se aumentd la concentracidn de ciantraniliprol a 3000 mg L™. En este caso, la
mortalidad media fue de 73,4%. Aunque el porcentaje fue elevado, se tomd la decision de
interrumpir el proceso de seleccién a ciantraniliprol en la seleccidon 7 (S7), ya que parecia que
habiamos conseguido una poblacidén bastante resistente a ciantraniliprol, si la comparabamos
con la poblacién original Sicilia (CL50 a ciantraniliprol = 6,94 mg L™"; Tabla 4.5, Capitulo 4). A la
poblacidn seleccionada y resistente a ciantraniliprol se le llamé Sicilia R-ciantraniliprol.

Tabla 6.4: Seleccion de la resistencia a ciantraniliprol en la poblacién Sicilia.

Seleccién  Tratamiento (mgL™) Totallarvas % Mortalidad

SO 5-10 2102 78,8
S1 5 2306 70,9
S2 5 778 58,1
S3 5-8 899 57,5
S4 8-10 992 64,9
S5 10-60 914 19,8
S6 100-1000 1081 16,8
S7 3000 1043 73,4
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En la tabla 6.5 se muestran los resultados de los bioensayos realizados con la poblacidon
resistente a ciantraniliprol Sicilia R-ciantraniliprol. Se determiné su CL50 a ciantraniliprol y a los
otros insecticidas estudiados en este trabajo (clorantraniliprol, flubendiamida, spinosad,
indoxacarb y emamectina benzoato) con el fin de, por un lado, comprobar el nivel de
resistencia a ciantraniliprol alcanzado en el proceso de selecciéon, y al mismo tiempo
comprobar si existia resistencia cruzada con los otros insecticidas estudiados. Los valores de
CL50 obtenidos de los bioensayos realizados con la poblacién resistente a ciantraniliprol se
compararon con la linea base de susceptibilidad de cada uno de los insecticidas. Para poder
comparar la variacidn de la susceptibilidad a estos insecticidas entre la poblacién de partida
Sicilia y la poblacién resistente a ciantraniliprol, se muestran las CL50 de la poblacién Sicilia a
todos los insecticidas estudiados.

Se observa en la tabla 6.5, que la CL50 a ciantraniliprol de la poblacién resistente Sicilia R-
ciantraniliprol fue de 1910 mg L™, presentando un factor de resistencia con respecto a la linea
base de susceptibilidad de 21223, y siendo la poblacién resistente a ciantraniliprol 275 veces
mas resistente que Sicilia. Por lo tanto, podemos confirmar que se obtuvo con éxito una
poblacidn resistente al insecticida ciantraniliprol.

Tabla 6.5: Toxicidad a ciantraniliprol y a diferentes insecticidas de la poblacion Siciliay la
poblacion resistente Sicilia R-ciantraniliprol.

Insecticida Poblacién CL50 LF (95%) FR
Linea Base de Susceptibilidad 0,09 0,08-0,11 1
Ciantraniliprol Sicilia 6,94 2,34-13,59 77
Sicilia R-ciantraniliprol 1910 1280-2574 21223 <
Linea Base de Susceptibilidad 0,13 0,11-0,17 1
Clorantraniliprol Sicilia 47,65 24,54-183,09 367
Sicilia R-ciantraniliprol 1418 432,47-2417 10914 *
Linea Base de Susceptibilidad 0,12 0,11-0,14 1
Flubendiamida Sicilia 449,80 115,32-875,19 3748
Sicilia R-ciantraniliprol 4139 1030-10178 34496 e
Linea Base de Susceptibilidad 0,43 0,38-0,48 1
Indoxacarb Sicilia 0,47 0,14-1,16 1,1
Sicilia R-ciantraniliprol 0,29 0,18-0,44 0,7 ns
Linea Base de Susceptibilidad 0,25 0,21-0,31 1
Spinosad Sicilia 0,05 0,03-0,08 0,2
Sicilia R-ciantraniliprol 0,02 0,01-0,04 0,1 &
. Linea Base de Susceptibilidad ® 0,014 0,012-0,016 1
Emamectina ——
benzoato Sicilia 0,034 0,013-0,067 2,4
Sicilia R-ciantraniliprol 0,006 0,003-0,009 0,4 *

CL50: Concentracion letal 50 en mg L'; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™; FR: Factor
de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas;
?: Martinez-Aguirre (2017).
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Como se puede observar en la tabla 6.5, no hay diferencias significativas entre la CL50 a
indoxacarb de la poblacién Sicilia R-ciantraniliprol y la linea base de susceptibilidad de
indoxacarb (FR = 0,7). Por lo tanto, no existe resistencia cruzada entre ciantraniliprol e
indoxacarb. Sin embargo, si existen diferencias significativas con el resto de insecticidas. Para
spinosad y emamectina benzoato, las CL50 de la poblacién resistente a ciantraniliprol fueron
inferiores tanto a la linea base de susceptibilidad de ambos insecticidas como a las CL50 de la
poblacién Sicilia. En el caso de spinosad, el factor de resistencia al compararlo con su linea
base de susceptibilidad fue de 0,1 (FR). Este valor parece indicar, al igual que en el caso de la
poblacién resistente a clorantraniliprol (Tabla 6.2), una posible resistencia cruzada negativa
entre ciantraniliprol y spinosad. El factor de resistencia obtenido para emamectina benzoato
en la poblacién resistente a ciantraniliprol, al compararla con la linea base de susceptibilidad
de emamectina benzoato, fue de 0,4 (FR). El aumento de la susceptibilidad a spinosad y
emamectina benzoato en la poblacién resistente a ciantraniliprol, siendo 12,5 y 2,3 mas
susceptible a spinosad y emamectina benzoato respectivamente, sugiere que se ha producido
un coste en el vigor de la poblacidn resistente asociado al proceso de seleccién de resistencia.

A diferencia de lo que ocurre con spinosad, emamectina benzoato e indoxacarb, si se observa
resistencia cruzada entre ciantraniliprol y las otras diamidas, clorantraniliprol y flubendiamida.
Para clorantraniliprol, la CL50 de la poblacidn resistente a ciantraniliprol fue de 1418 mg L™,
con un factor de resistencia al compararla con la linea base de susceptibilidad de 10914 (FR).
En el caso de flubendiamida, la CL50 de la poblacidn resistente Sicilia R-ciantraniliprol a
flubendiamida fue de 4139 mg L™, con un factor de resistencia con respecto a la linea base de
susceptibilidad de 34496 (FR). Ademas, la poblacidn Sicilia R-ciantraniliprol fue 29,8 y 9,2 veces
mas resistente a clorantraniliprol y flubendiamida respectivamente, que la poblacién Sicilia. Al
igual que sucede para la poblacidn resistente a clorantraniliprol, estos resultados nos vuelven a
confirmar la fuerte resistencia cruzada que existe entre las tres diamidas en T. absoluta, siendo
esta resistencia cruzada mayor con flubendiamida que con ciantraniliprol.

Por otro lado, se observd una mayor resistencia cruzada entre clorantraniliprol vy
flubendiamida que entre ciantraniliprol y las otras diamidas. La seleccion de la poblacion Sicilia
a clorantraniliprol resulta en una elevada resistencia a clorantraniliprol y flubendiamida, pero
menor a ciantraniliprol. En cambio, cuando la seleccidn es a ciantraniliprol, se obtiene una
menor resistencia a clorantraniliprol y flubendiamida.

Con respecto a otros lepiddpteros, en P. xylostella también se ha observado resistencia
cruzada entre las tres diamidas. Liu et al. (2015a) observaron resistencia cruzada entre
ciantraniliprol y clorantraniliprol, y entre ciantraniliprol y flubendiamida en una poblacién de P.
xylostella seleccionada a ciantraniliprol (FR = 326). En este trabajo se obtuvieron factores de
resistencia con respecto a la poblacidon susceptible de referencia de 209 y 105 para
clorantraniliprol y flubendiamida respectivamente.
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A raiz de los resultados obtenidos en este trabajo (Tabla 6.5), que confirman la resistencia
cruzada entre ciantraniliprol, clorantraniliprol y flubendiamida, se realizaron bioensayos con
los sinergistas PBO, DEF y DEM para determinar la existencia o no de un mecanismo de
resistencia metabdlico que pueda estar implicado en la resistencia a ciantraniliprol en T.
absoluta, y por tanto también en la resistencia a las otras dos diamidas. En la tabla 6.6 se
pueden observar los resultados de los bioensayos realizados con los tres sinergistas y el
insecticida ciantraniliprol en la poblacidn resistente Sicilia R-ciantraniliprol.

Tabla 6.6: Toxicidad a ciantraniliprol y ciantraniliprol mas PBO, DEF y DEM de la poblacién
resistente Sicilia R-ciantraniliprol.

Insecticida Poblacion CL50 LF (95%) FR FS
Linea Base de Susceptibilidad 0,09| 0,08-0,11 1
Ciantraniliprol
Sicilia R-ciantraniliprol 1910,06 | 1280-2574 21223 1
c'a“:':;'c')'pm' Sicilia R-ciantraniliprol 2607,63 | 1395-3826 28974 0,7| ns
c'a":'aD"E'L'pm' Sicilia R-ciantraniliprol 4365,33 | 3416-5526 48504 04| *
c'a“:';'E‘l'\','lpm' Sicilia R-ciantraniliprol 2571,79 | 1303-4555 28575 0,7| ns

CL50: Concentracion letal 50 en mg L'; LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™*; FR: Factor de
Resistencia; FS: Factor de Sinergismo; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas

Los resultados obtenidos muestran que en los casos donde se empled de forma conjunta los
sinergistas PBO, DEF o DEM junto al insecticida ciantraniliprol, aumenté la CL50 de forma
significativa en el caso de DEF, y no significativa para PBO y DEM, si la comparamos con la CL50
sin el sinergista. En el caso del bioensayo con DEF, se obtuvo un factor de sinergismo de 0,4
(FS), y para PBO y DEM el factor de sinergismo fue de 0,7 (FS) para cada uno de ellos. Estos
resultados difieren de los obtenidos en este trabajo para la poblacién resistente Sicilia R-
clorantraniliprol (Tabla 6.3), donde se observé una disminucién significativa de la resistencia a
clorantraniliprol al emplear el insecticida y PBO juntos, por lo que el posible mecanismo
metabdlico afectado por PBO con clorantraniliprol no afecta a ciantraniliprol.

En P. xylostella también se ha estudiado el efecto de los sinergistas PBO, DEF y DEM en la
resistencia de una poblacion resistente a ciantraniliprol (Liu et al., 2015a). En este trabajo se
observé una disminucion significativa de la resistencia a ciantraniliprol cuando se combiné este
insecticida junto con PBO o DEM, obteniendo factores de sinergismo de 2,8 y 3,2 (FS) para PBO
y DEM respectivamente.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de los bioensayos con las poblaciones resistentes
a clorantraniliprol y ciantraniliprol y los sinergistas PBO, DEF y DEM, asi como la fuerte
resistencia cruzada hallada entre las tres diamidas, parece que la resistencia en T. absoluta a
las diamidas se debe a un mecanismo de resistencia en el punto de accién. Este mecanismo de
resistencia se produce por una modificacién en el punto de accién donde actuan estos
insecticidas en el interior del insecto. Un trabajo publicado recientemente (Roditakis et al.,
2017b) en el que hemos participado, confirma las conclusiones halladas en esta Tesis. Se
encontraron dos mutaciones que parecen ser las responsables de la resistencia a las diamidas
en T. absoluta, G4903E y G4903V. Ambas mutaciones alteran la unién de la molécula
insecticida diamida en el receptor de la rianodina en el insecto. La mutaciéon G4903E ya habia
sido previamente identificada y descrita en una poblacién de P. xylostella resistente a
diamidas, mientras que la mutacién G4903V se identificd por vez primera en este trabajo.

6.4. Conclusiones

En vista de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que se han obtenido
con éxito en el laboratorio dos poblaciones de T. absoluta resistentes a clorantraniliprol y
ciantraniliprol. Estas poblaciones presentan unos niveles de resistencia muy superiores a los de
la poblacidn original que se empled para los procesos de seleccién de resistencias.

Los resultados también indican que no se han encontrado resistencias cruzadas entre
clorantraniliprol y ninguno de los otros insecticidas (spinosad, indoxacarb y emamectina
benzoato). De igual manera, no se han encontrado resistencias cruzadas entre ciantraniliprol y
el resto de insecticidas (spinosad, indoxacarb y emamectina benzoato).

Por el contrario, si existe una fuerte resistencia cruzada entre las tres diamidas,
clorantraniliprol, ciantraniliprol y flubendiamida, confirmando las sospechas que nos habian
surgido en los resultados obtenidos en el capitulo 4 de esta Tesis.

Con respecto a los mecanismos implicados en la resistencia a clorantraniliprol y ciantraniliprol,
el uso conjunto de clorantraniliprol con el sinergista PBO dio lugar a una disminucion
significativa de la resistencia en la poblacidn resistente Sicilia R-clorantraniliprol. Sin embargo,
esta poblacién sigue siendo bastante resistente con respecto tanto a la poblacién de origen
como con la dosis de campo (35 mg L). Por lo tanto, parece que la resistencia a diamidas en T.
absoluta se debe principalmente a un mecanismo de resistencia en el punto de accion.
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7.1. Introduccion

Tuta absoluta (Meyrick) es una plaga invasiva originaria de Sudamérica. Recientes estudios han
demostrado que proviene de la zona central de Chile (Guillemaud et al., 2015). Desde el afo
2006 se ha extendido a Europa, Africa y Oriente Medio, afectando tanto la produccién de
tomate al aire libre como en invernadero (Desneux et al., 2010).

En la actualidad, son escasos los insecticidas empleados para el control de T. absoluta, entre
los que destacan las diamidas clorantraniliprol, ciantraniliprol y flubendiamida, la avermectina
emamectina benzoato, la oxadiacina indoxacarb y la spinosina spinosad. Debido a la escasez de
productos quimicos autorizados para el control de T. absoluta y la necesidad de que estos sean
compatibles con los enemigos naturales, es imprescindible evitar que T. absoluta desarrolle
resistencia a estos insecticidas. Para ello es necesario estudiar los mecanismos implicados en la
resistencia en T. absoluta y las posibles resistencias cruzadas que puedan existir entre los
distintos insecticidas.

Spinosad es apto para la produccidon ecoldgica de tomate debido a su origen y forma de
obtencidn, procedente de la fermentacion del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa Mertz
& Yao (Actinomycetales: Pseudonocardiaceae) (Racke, 2006; Biondi et al., 2013; Puinean et al.,
2013). Spinosad actla sobre los receptores acetilcolina-nicotinicos de las células nerviosas
post-sinapticas (Torné et al., 2010), provocando la hiperexcitacién del sistema nervioso (IRAC,
2016).

La aparicion recientemente de poblaciones de campo de T. absoluta menos susceptibles a
spinosad y su posterior seleccidn a este insecticida en laboratorio (Campos et al., 2014; Berger
et al., 2016; Silva et al., 2016), sugiere que se ha producido una rapida evolucién de la
resistencia a spinosad en T. absoluta en los Ultimos afos. Por lo tanto, es necesario estudiar los
mecanismos implicados en la resistencia a spinosad y su resistencia cruzada con otros
insecticidas.

Los objetivos de este trabajo son, por un lado estudiar las resistencias cruzadas entre spinosad
y el resto de insecticidas estudiados en esta Tesis (clorantraniliprol, ciantraniliprol,
flubendiamida, indoxacarb y emamectina benzoato), a partir de una poblacion resistente a
spinosad; y por otro lado averiguar si la resistencia a spinosad en T. absoluta se debe a un
mecanismo de resistencia metabdlico. Para esto, se realizaron bioensayos con los sinergistas
PBO, DEF, DEM y la poblacién resistente a spinosad.
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7.2. Material y Métodos

7.2.1. Poblacion de T. absoluta

La poblacién de T. absoluta empleada en este trabajo fue la poblacién resistente a spinosad
Spin Sel, procedente de un laboratorio de Reino Unido. En este laboratorio se sometié a una
poblacién de campo de T. absoluta recolectada en 2012 en Alcochete (Portugal) a un proceso
de seleccidn al insecticida spinosad durante 11 generaciones, con el fin de obtener una
poblacién resistente a spinosad. Esta poblacidon habia tenido fallos de control en campo al
emplear spinosad como método quimico de control. Tras el proceso de seleccién, obtuvieron
una poblacidn resistente a spinosad llamada Spin Sel, con una CL50 de 498,6 mg L™ (Berger et
al.,, 2016). Esta poblacién llegd a nuestro laboratorio en agosto de 2016, en donde se
bioensayé a spinosad para comprobar que el nivel de resistencia a spinosad que presentaba
antes de su llegada a nuestro laboratorio fuera el mismo. Ademas, decidimos partir de esta
poblacién para estudiar las resistencias cruzadas y los mecanismos de resistencia a spinosad en
T. absoluta.

7.2.2. Insecticidas

Las formulaciones comerciales de los insecticidas utilizados en los bioensayos fueron: spinosad
48% SC (Spintor 480 SC, Dow AgroScience), clorantraniliprol 35% WG (Altacor (rynaxypyr),
DuPont), ciantraniliprol 10,26% OD (Benevia (cyazypyr), DuPont), flubendiamida 24% WG
(Fenos, Bayer CropScience), indoxacarb 30% WG (Steward, DuPont) y emamectina benzoato
0,855% SG (Affirm, Syngenta Agro).

7.2.3. Bioensayos de susceptibilidad

Se realizaron bioensayos de susceptibilidad con larvas en estadio 2 (L2) de T. absoluta para la
poblacién resistente a spinosad con el fin de estudiar las resistencias cruzadas con otros
insecticidas.

Ver apartado 3.4.1. Bioensayos de susceptibilidad, en el capitulo 3 de Material y Métodos
Generales.
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7.2.4. Bioensayos con sinergistas

La poblacidn resistente a spinosad se bioensayd por separado con los sinergistas butéxido de
piperonilo (PBO) a una concentracién de 1000 mg L™, S,S,S tributil fosforotritioato (DEF) a una
concentracién de 300 mg L'y dietil maleato (DEM) también a 300 mg L™, para determinar si la
resistencia a spinosad se debe a un mecanismo de resistencia metabdlica.

Ver apartado 3.4.3. Bioensayos con sinergistas, en el capitulo 3 de Material y Métodos
Generales.

7.2.5. Andlisis de datos

Los datos de los bioensayos se analizaron usando el programa estadistico POLO-Plus para el
anadlisis probit de los datos (LeOra-Software, 2005). Los parametros calculados fueron: la
concentracidn letal 50 (CL50), que es la concentracién que causa una mortalidad del 50%, y sus
limites fiduciales al 95% para cada poblacidn e insecticida, expresados en mg L™; los factores
de resistencia (FR) de cada poblacién, comparando la CL50 de cada poblacién con la CL50 de la
linea base de susceptibilidad (Tabla 4.1, Tabla 4.4 y Tabla 4.7, Capitulo 4; Tabla 5.1 y Tabla 5.4,
Capitulo 5); el factor de sinergismo (FS), comparando la CL50 del bioensayo con el sinergista y
la CL50 de la poblacidn resistente.

7.3. Resultados y Discusion

En este apartado se muestran los resultados obtenidos de los bioensayos realizados con la
poblacién resistente a spinosad Spin Sel, y el resto de insecticidas (clorantraniliprol,
ciantraniliprol, flubendiamida, indoxacarb y emamectina benzoato), con el fin de determinar la
existencia o no de resistencias cruzadas. Al mismo tiempo, se presentan los resultados
obtenidos al bioensayar la poblacion resistente Spin Sel con los tres sinergistas, PBO, DEM y
DEF, para comprobar si el mecanismo implicado en la resistencia a spinosad se debe a un
mecanismo de resistencia metabdlica.

7.3.1. Resistencias cruzadas y mecanismos de resistencia a spinosad

La poblacién resistente a spinosad, Spin Sel, se bioensayd a spinosad para obtener su CL50 una
vez que se estableciod su cria en nuestro laboratorio. Al mismo tiempo, esta poblacion también
se bioensayd al resto de insecticidas estudiados en este trabajo (clorantraniliprol,
ciantraniliprol, flubendiamida, indoxacarb y emamectina benzoato) para determinar si existe
resistencia cruzada con alguno de estos insecticidas.

En la tabla 7.1 se muestran los resultados de los bioensayos realizados con la poblacién
resistente a spinosad Spin Sel, comparando las CL50 a los diferentes insecticidas con la linea
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base de susceptibilidad de cada uno de ellos. La CL50 a spinosad de la poblacién resistente
Spin Sel fue de 159,16 mg L, con un factor de resistencia con respecto a la linea base de
susceptibilidad de 636 (FR). Si comparamos esta CL50 con la que se calculé en el laboratorio de
Reino Unido donde se selecciond esta poblacién (498,6 mg L"), se puede observar una
disminucién de la resistencia a spinosad de 3 veces, debido probablemente a la interrupcion
de la presién insecticida. Esto indica que la resistencia a spinosad no es estable en esta
poblacién. Campos et al. (2014) comprobaron este suceso en una poblacién brasilefia de T.
absoluta seleccionada en el laboratorio a spinosad. Obtuvieron una poblacién 100000 veces
mas resistente a spinosad que su poblacién susceptible de laboratorio. Sin embargo, una vez
que se interrumpid el proceso de seleccidon, esta poblacidon redujo su resistencia a spinosad
hasta alcanzar valores de CL50 similares a los de la poblacién de partida, observando un coste
en el vigor de la poblacién asociado a la resistencia a spinosad.

Tabla 7.1: Toxicidad a spinosad y a diferentes insecticidas de la poblacidn resistente Spin Sel.

Linea Base de Susceptibilidad 0,25 0,21-0,31 1
Spinosad
Spin Sel 159,16 65,80-550,09 636 *
Linea Base de Susceptibilidad 0,09 0,08-0,11 1
Ciantraniliprol .
Spin Sel 0,11 0,04-0,24 1,2 ns
Linea Base de Susceptibilidad 0,13 0,11-0,17 1
Clorantraniliprol
Spin Sel 0,33 0,14-0,79 2,5 ns
Linea Base de Susceptibilidad 0,12 0,11-0,14 1
Flubendiamida )
Spin Sel 0,10 0,05-0,18 0,8 ns
Linea Base de Susceptibilidad 0,43 0,38-0,48 1
Indoxacarb
Spin Sel 0,61 0,33-1,32 1,4 ns
Emamectina Linea Base de Susceptibilidad * 0,014 0,012-0,016 1
benzoato Spin Sel 0,013 0,007-0,024 0,9 ns

CL50: Concentracién letal 50 en mg L, LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L™;
FR: Factor de Resistencia; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas;
3: Martinez-Aguirre (2017).

Como se observa en la tabla 7.1, la poblacién resistente a spinosad Spin Sel no mostrd
diferencias significativas con respecto a la linea base de susceptibilidad de ciantraniliprol,
clorantraniliprol, flubendiamida, indoxacarb y emamectina benzoato, cuando Spin Sel fue
bioensayada a estos insecticidas. Por lo tanto, observando los resultados obtenidos para estos
insecticidas, no hay resistencia cruzada entre spinosad y el resto de insecticidas estudiados. Sin
embargo, Campos et al. (2014) observaron una posible resistencia cruzada negativa entre
spinosad y clorantraniliprol en una poblacidon resistente a spinosad seleccionada en el
laboratorio. Esta poblacién fue casi 30 veces mas susceptible a clorantraniliprol que la
poblacién original empleada para la seleccién a spinosad, debido tal vez a un coste en la
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aptitud de los individuos mas que a una resistencia cruzada negativa. Por el contrario, en el
capitulo 6 de esta Tesis (Tabla 6.2) se observd una posible resistencia cruzada negativa entre
clorantraniliprol y spinosad en una poblacién resistente a clorantraniliprol. lgualmente, este
hecho puede deberse mas a un ligero cambio en la aptitud de los individuos de la poblacidn sin
relacion con la seleccidon a clorantraniliprol, que a una resistencia cruzada negativa.

En Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) se ha estudiado la resistencia
cruzada entre spinosad y otros insecticidas. Rehan et al. (2014) estudiaron las resistencias
cruzadas entre spinosad y otros insecticidas, en una poblacidn procedente de Pakistan de S.
litura seleccionada en el laboratorio a spinosad durante 11 generaciones. Esta poblacidon
presenté un factor de resistencia a spinosad con respecto a la poblacion de partida de 35,6.
Asimismo, observaron diferencias significativas con respecto a su poblacién susceptible de
referencia, al bioensayar a indoxacarb (FR = 455) y emamectina benzoato (FR = 18) la
poblacidn resistente a spinosad.

En resumen, en vista de los resultados obtenidos en la tabla 7.1, no se observan resistencias
cruzadas entre spinosad y el resto de insecticidas estudiados. Ademds, parece existir una
disminucién de la resistencia a spinosad en la poblacidn resistente a este insecticida al detener
el proceso de seleccidn y dejar de ejercer presién insecticida sobre la poblacion, coincidiendo
asi con otros trabajos publicados con anterioridad a esta Tesis.

Para determinar si el mecanismo de resistencia implicado en la resistencia a spinosad en T.
absoluta es metabdlico, se realizaron bioensayos con los tres sinergistas por separado vy el
insecticida spinosad en la poblacidn resistente Spin Sel. Los resultados se muestran en la tabla
7.2.

Tabla 7.2: Toxicidad a spinosad y spinosad mas PBO, DEF y DEM de la poblacion resistente

Spin Sel.
Linea Base de Susceptibilidad 0,25 0,21-0,31 1
Spinosad SpinSel (noviembre 2016) 159,16 | 65,80-550,09 637 * 1 -
SpinSel (febrero 2017) 2,86 1,02-5,92 11,4| * - 1
Spinosad + PBO SpinSel (febrero 2017) 0,98 0,16-2,08 3,9 ns 162 | * 29| ns
Spinosad + DEF SpinSel (febrero 2017) 1,02 0,08-2,46 41| ns 156 | * 2,8| ns
Spinosad + DEM SpinSel (febrero 2017) 0,82 0,03-2,15 3,3| ns 194 | * 3,5| ns

CL50: Concentracioén letal 50 en mg L% LF (95%): Limites fiduciales al 95% en mg L' FR: Factor de
Resistencia; FS: Factor de Sinergismo; ns: sin diferencias significativas; *: diferencias significativas
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En la tabla 7.2 se observa que al bioensayar la poblacién resistente a spinosad Spin Sel con los
sinergistas, PBO, DEF o DEM mas spinosad y comparar estos resultados con la CL50 a spinosad
de Spin Sel de noviembre de 2016, disminuyé de forma significativa la resistencia a spinosad
en la poblacién resistente a este insecticida. Se obtuvieron factores de sinergismo de 162 para
el bioensayo con PBO, de 156 con DEF y de 194 con DEM. Estos resultados no concordaban
con otros trabajos publicados en 2014 y 2016. Campos et al. (2014) obtuvieron factores de
sinergismo de 2,3 y 1,4 para los bioensayos realizados con PBO y DEF respectivamente, en una
poblacién seleccionada en el laboratorio a spinosad. Estos autores observaron que las enzimas
P450 monooxigenasas y las esterasas representan un minimo papel en la resistencia a
spinosad en T. absoluta. Berger et al. (2016) estudiaron el efecto del sinergista PBO junto a
spinosad en una poblacidon resistente a este insecticida, no observando diferencias
significativas entre el bioensayo con PBO y spinosad y el bioensayo con spinosad solo (FS =
1,2). Asimismo, Silva et al. (2016) estudiaron cdmo afectaba el uso por separado de los
sinergistas PBO, DEF y DEM junto al insecticida spinosad en una poblacién de campo resistente
a spinosad de T. absoluta. No observaron una disminucion de la resistencia a spinosad al usar
cualquiera de los tres sinergistas, con factores de sinergismo de 0,5 para PBO y 0,6 para DEF y
DEM. Estos trabajos indicaban que el mecanismo metabdlico no estaba implicado en la
resistencia a spinosad en T. absoluta, o tenia un papel poco significativo. Ademas, encontraron
alteraciones moleculares en el punto de unién de la molécula insecticida en el interior del
insecto en las poblaciones resistentes a spinosad, sugiriendo que la resistencia a spinosad en T.
absoluta se debe a un mecanismo de resistencia en el punto de accién, producido por una
mutacion en el punto de unién. A raiz de los resultados observados en los trabajos
anteriormente mencionados, los cuales distan de nuestros resultados con los sinergistas PBO,
DEF y DEM, decidimos volver a bioensayar con el insecticida spinosad nuestra poblacion
resistente Spin Sel, ya que intuiamos que podria haberle bajado otra vez la resistencia a
spinosad, al no estar sometida a ninguna presion de seleccion en el momento que se
realizaron los bioensayos con los sinergistas.

En la tabla 7.2 se observan los resultados obtenidos al comparar los bioensayos con PBO, DEF o
DEM mas spinosad, con el resultado del bioensayo a spinosad de Spin Sel de febrero de 2017.
La CL50 de la poblacién resistente Spin Sel al bioensayarla, en febrero de 2017, fue de 2,86 mg
L™, con un factor de resistencia de 11,4 (FR) con respecto a la linea base de susceptibilidad de
spinosad. Esta CL50 es muy inferior a la calculada en noviembre de 2016, siendo 55,7 veces
menos resistente a spinosad. Con este nuevo resultado de CL50, se compararon los bioensayos
con los sinergistas y el insecticida spinosad. Como se observa en la tabla 7.2, no hay diferencias
significativas entre las CL50 cuando se bioensayd la poblacion Spin Sel con los sinergistas PBO,
DEF o DEM vy spinosad, con respecto a la CL50 obtenida cuando se bioensayé Spin Sel a
spinosad en febrero de 2017. Los factores de sinergismo en este caso fueron de 2,9 para el
bioensayo con PBO, 2,8 para DEF y 3,5 para el sinergista DEM. Estos nuevos resultados nos
indican que el mecanismo metabdlico no estd claramente implicado en la resistencia a
spinosad en T. absoluta, coincidiendo con trabajos ya publicados y mencionados con
anterioridad en este capitulo (Campos et al., 2014; Berger et al., 2016; Silva et al., 2016).

Lidia Garcia Vidal 136



CAPITULO 4

En otros lepiddopteros también se ha estudiado el mecanismo implicado en la resistencia a
spinosad. Rehan et al. (2014) observaron una disminucién significativa de la resistencia a
spinosad en una poblacidon de S. litura seleccionada a este insecticida. Al bioensayar la
poblacién resistente a spinosad con PBO y spinosad, obtuvieron un factor de sinergismo de 2,3
(FS). Sin embargo, no observaron disminucion de la resistencia a spinosad cuando
bioensayaron la poblacion con DEF y spinosad.

Al analizar los resultados obtenidos en este trabajo, se deduce que el mecanismo metabdlico
no parece estar implicado en la resistencia a spinosad en T. absoluta, siendo quizds una
mutacién en el punto de accidn el mecanismo causante de la resistencia a spinosad.

7.4. Conclusiones

En este trabajo no se han encontrado resistencias cruzadas entre spinosad y los insecticidas
clorantraniliprol, ciantraniliprol, flubendiamida, indoxacarb y emamectina benzoato.

Al mismo tiempo, se ha observado una disminucién drastica de la resistencia a spinosad en la
poblacién resistente Spin Sel, cuando se dejo de ejercer presion insecticida sobre esta
poblacién resistente durante 3 generaciones.

Por otro lado, los resultados nos indican que el mecanismo metabdlico no estd implicado en la
resistencia a spinosad en T. absoluta, pudiendo deberse esta resistencia a una mutacién en el
punto de accién.
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8.1. Conclusiones

1. Las poblaciones de Tuta absoluta (Meyrick) bioensayadas entre los afios 2010 y 2012
presentaron una elevada susceptibilidad a los insecticidas clorantraniliprol,
ciantraniliprol, flubendiamida, spinosad e indoxacarb. Ademds, las lineas base de
susceptibilidad calculadas para estos insecticidas estaban muy por debajo de sus
respectivas dosis de campo recomendadas para su uso en T. absoluta.

2. Al estudiar la evolucidn en el tiempo de la susceptibilidad de poblaciones europeas de
T. absoluta a las diamidas clorantraniliprol, ciantraniliprol y flubendiamida,
aparecieron poblaciones espafolas que presentaban ligeros cambios en la
susceptibilidad a diamidas, y se encontraron poblaciones italianas con resistencia a
estos tres insecticidas.

3. En el seguimiento de la evolucidon de la susceptibilidad de poblaciones de T. absoluta a
spinosad e indoxacarb, se observd una alta susceptibilidad en las poblaciones
bioensayadas entre los afios 2013 y 2016.

4. No se han encontrado diferencias en la susceptibilidad a clorantraniliprol,
ciantraniliprol, spinosad e indoxacarb en funcién del estadio larvario, L2 o L4, en el que
se encuentren las poblaciones de T. absoluta.

5. Si se han observado diferencias significativas en la susceptibilidad a flubendiamida
dependiendo del estadio larvario en el que se realicen los bioensayos, siendo menos
susceptible a flubendiamida cuando las larvas se encuentran en L4.

6. Se han obtenido con éxito dos poblaciones de T. absoluta resistentes a los insecticidas
clorantraniliprol y ciantraniliprol, presentando unos niveles de resistencia muy
superiores a los de la poblacidn original empleada para la seleccidn de resistencias, y a
las dosis de campo recomendadas para cada insecticida en T. absoluta.

7. Existe una fuerte resistencia cruzada entre clorantraniliprol, ciantraniliprol vy
flubendiamida, atribuida posiblemente por un mecanismo de resistencia en el punto
de accion.

8. No se han encontrado resistencias cruzadas entre clorantraniliprol y spinosad, ni con
indoxacarb ni emamectina benzoato.

9. Tampoco se han encontrado resistencias cruzadas entre ciantraniliprol y spinosad, ni
con indoxacarb ni emamectina benzoato.
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10. Respecto a los mecanismos implicados en la resistencia a clorantraniliprol y
ciantraniliprol, a pesar de que las enzimas P450 monooxigenasas parecen tener un
papel menor en la resistencia a clorantraniliprol en T. absoluta, los resultados
obtenidos en este trabajo parecen indicar que la resistencia en T. absoluta a las
diamidas se debe mas bien a un mecanismo de resistencia en el punto de accién.

11. Se ha observado una fuerte disminucién de la resistencia a spinosad en la poblacidon
resistente a este insecticida cuando se dejé de ejercer presidn insecticida, debida
quizds a un coste en el vigor de la poblacidn asociado a la resistencia a spinosad.

12. No existen resistencias cruzadas entre spinosad y los insecticidas clorantraniliprol,
ciantraniliprol, flubendiamida, indoxacarb y emamectina benzoato.

13. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el mecanismo metabdlico
no estd implicado en la resistencia a spinosad en T. absoluta, pudiendo deberse esta
resistencia a un mecanismo de resistencia en el punto de accién.
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