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DEBEN PRIORIZARSE LAS ESTRATEGIAS DE MANEJO DE LA RESISTENCIA DE CARPOCAPSA A INSECTICIDAS

Situacion actual (_Jle la r_es_.istencia
de carpocapsa a insecticidas en
el cultivo de manzano en Lleida

Desde 2004 hemos estudiado la resistencia a insecticidas
en poblaciones de campo de carpocapsa, Cydia pomonella
(L.) procedentes de fincas de manzano de Lleida con pr o-
blemas de control. Por medio de la medicion del incremen-
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uestros resultados muestran que

en todos los casos existe una re-

lacion entre los fallos de control y

el aumento en la frecuencia de
individuos resistentes en campo. Aunque
esto no es un fenémeno generalizado en la
zona, las estrategias de manejo de la resis-
tencia a insecticidas en carpocapsa deben
priorizarse con la finalidad de mantener ba-
jas la frecuencia de individuos resistentes.
Cydia pomonella (L.), carpocapsa o
agusanado de la manzana (foto 1) es una
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de las plagas mdas importantes de manza-
nas, peras y nueces en practicamente to-
das las zonas de produccion de estos culti-
vos en el mundo. La resistencia a insectici-
das en carpocapsa estd ampliamente
documentada para varios insecticidas de di-
ferentes modos de accion en paises como
Francia, Italia y EE.UU.

Los mecanismos de resistencia a insec-
ticidas en esta plaga se deben, principal-
mente, a un aumento de la actividad de tres
familias de enzimas digestivas: Multifuncién
Oxidasas (MFQ), Glutation S-transferasas
(GST) y Esterasas (EST), que actdan degra-
dando las moléculas insecticidas antes de
que éstas ejerzan su efecto téxico sobre el

to de la actividad de enzimas y del aumento de la toxicidad
con diferentes insecticidas, comparados con una poblacion
susceptible de laboratorio, hemos estimado el alcance del
problema de resistencia de esta plaga en campo.

insecto. La comparacion de la actividad en-
zimatica entre una poblaciéon de campo y
una poblacidén susceptible, mantenida en la-
boratorio sin exposicion a insecticidas, per-
mite la estimacion del porcentaje de indivi-
duos resistentes (RMFO, RGST y REST) por
poblacién y complejo enzimético. Esta infor-
macion, sumada a la obtenida por medio de
bioensayos de efectividad de distintos tipos
de insecticida sobre distintos estados de
desarrollo de C. pomonella, permite tener
una idea del estado de la resistencia en po-
blaciones de campo y adoptar medidas de
control que impidan que la frecuencia de in-
dividuos resistentes en campo aumente.

Con el objetivo de estudiar las causas
de los fallos de control de carpocapsa, en la
zona de produccién de manzano de Lleida,
nuestro grupo se planted dos preguntas:
sestan los problemas de control de carpo-
capsa relacionados con el fenémeno de re-
sistencia a insecticidas? Y si es asi, ¢cuales
son los mecanismos bioquimicos del insec-
to que la producen?

Insectos estudiados

Para el desarrollo de los experimentos,
utilizamos poblaciones de campo proceden-
tes del area de produccion fruticola de la
provincia de Lleida y una poblacidn suscep-
tible de laboratorio como referencia.

Las poblaciones de campo de carpo-
capsa utilizadas en este estudio fueron ob-
tenidas de fincas comerciales con trata-
miento quimico convencional a excepcion



Foto 1. Adultos de C. pomonella.

de Gimenells, que corresponde a una finca
de la Estacion Experimental de Lleida (IR-
TA), sometida al programa de control inte-
grado de plagas, con bajo nivel de trata-
mientos fitosanitarios, y la finca Bold(, de
produccion ecoldgica. En todos los casos
las poblaciones de campo muestreadas
procedian de fincas con problemas de con-
trol de carpocapsa.

La poblacién susceptible de laboratorio
S_Lab fue obtenida de una finca abando-
nada de la zona fruticola de Lleida en
1992. Desde entonces ha sido mantenida
con dieta semi-artificial y sin exposicion a
insecticidas en el laboratorio del Centro
UdL-IRTA de R+D de Lleida.

Su mortalidad frente a insecticidas de
diferentes grupos y modos de accion pre-
senta valores entre el 90% y el 100%. Ade-
mas, los estudios de los niveles de activi-
dad de MFO, GST y EST muestran que sélo
un 10% de los individuos de S_Lab son re-

CUADRO I.

Caracteristicas y concentracion diagndstico (CLeo S_Lab) aplicada sobre distintos estados de
desarrollo de C. pomonella procedentes de poblaciones de campo y una poblacion susceptible

de laboratorio.

Adultos

Carbaryl 3.000 Carbamato Producto técnico 95% Acetona
Metil-azinfos 2.000 Organofosforado Producto técnico 93% Acetona
Larvas de primer estadio (L1)

Alfa-cipermetrin (A-cip) 2,5 Piretroide Producto comercial, 10% Agua
Metil-azinfos (M-azin) 450 Organofosfato Producto comercial, 20% Agua
Etil-clorpirifos (E-clr) 315 Organofosfato Producto comercial, 10% Agua
Flufenoxzuron (Fluf) 25 Benzoilurea Producto comercial, 10% Agua
Lambda-cialotrin (L-cial) 1,6 Piretroide Producto comercial, 10% Agua
Tiacloprid (Tia) 875 Neonicotinoide Producto comercial, 48% Agua
Larvas post-diapausantes (LPD)

Metil-azinfos (M-azin) 400 Organofosfato Producto técnico 93% Acetona
Etil-clorpirifos (E-clr) 1.200 Organofosfato Producto técnico 97% Acetona
Metil-clorpirifds (M-clr) 1200 Organofosfato Producto técnico 97,3% Acetona
Diflubenzuron (Dif) 10.000 Benzoilurea Producto técnico 90% Tetrahidrofurano
Fenoxycarb (Fen) 1 Fenoxycarb Producto técnico 98,5% Acetona
Fosalone (Fos) 3.000 Organofosfato Producto técnico 90% Acetona
Tebufenozida (Teb) 300 Benzilhidracina Producto técnico 97% Acetona
Tiacloprid (Tia) 500 Neonicotinoide Producto técnico 99,7% Acetona

sistentes. Esta poblacion por tanto, cumple
con todos los requisitos para ser poblacion
de referencia.

Frecuencia de individuos
resistentes

La determinacién de la actividad enzi-
matica, se realiz6 por medio de un método
que permite cuantificar por colorimetria
(cambios en la intensidad del color) el in-
cremento de actividad enzimatica (incre-
mento de la capacidad de un individuo pa-
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ra degradar una sustancia externa, en nues-
tro caso insecticidas). Para determinar la
frecuencia de individuos resistentes en las
poblaciones de campo y referencia se eva-
lué la actividad de las enzimas Multifuncién
oxidasas (MFO), Glutation S-transferasas
(GST) y Esterasas (EST). Las mediciones
MFO se realizaron por fluorescencia, la acti-
vidad de EST se determind por absorban-
cia, mientras que la actividad de GST se mi-
dié por absorbancia en los estadios larvales
y por fluorescencia en adultos. En todos los
casos se utilizé el lector de microplacas
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Foto 2. Bioensayos de efectividad insecticida en Cydia pomonella: a) adultos, b) larvas post-diapausantes y c) larvas de primer estadio.

FIGURA 1.

Ensayos en adultos de Cydia pomonella.

(A) ~S-RMFO  —+~RGST  ——REST (B) —4—Carbaril  ~=~Mefll-azinfos

A) Frecuencia individuos resistentes, (B) Mortalidad por tratamiento con insecticida de
poblaciones de campo comparado con la poblacion susceptible S_Lab.

FIGURA 2.

Ensayos en larvas de primer estadio (L1) de Cydia pomonella.

(A) (B)

~E-RMF0  —#—RGST —®—REST ~——A-cip ~—®M-azin 4 E-clr -®—Fluf —“—L-cial ~*Tia

A) Frecuencia individuos resistentes, (B) Mortalidad por tratamiento con insecticida de
poblaciones de campo comparado con la poblacion susceptible S_Lab.
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Multilabel Counter Victor®, PerkinElmer, del
Laboratorio de Entomologia Agricola del
Centro UdL-IRTA de R+D.

Bioensayos de
efectividad insecticida

Los productos utilizados, grupo quimico
y las concentraciones aplicadas sobre los
distintos estados (adulto y larval) y estadios
(larvas de primer estadio y larvas post-dia-
pausantes) de carpocapsa se muestran en
el cuadro I. La concentracion diagndstico de
cada insecticida y estado de desarrollo fue
la concentracion letal 90 (CLso, la concentra-
cién que mata al 90% de los individuos) de
la poblacion sensible (S_Lab). En adultos y
larvas post-diapausantes (LPD) el bioensayo
se realizd por la aplicacion de 1 pl de la con-
centracion diagndstico de productos técni-
cos insecticidas sobre el insecto (cuadro I).
En adultos (foto 2a) la mortalidad se regis-
trd pasados cuatro dias después de la apli-
cacion. Para larvas post-diapausantes (foto
2b), la mortalidad se registré después de la
emergencia de los adultos en los controles.

En larvas primer estadio (L1) (foto 2c)
el bioensayo se realizd por tratamiento su-
perficial de porciones de dieta artificial de 4
cm? tratadas con 2 pl/cm? de la concentra-
cién diagndstico sobre la cual se deposita-
ba a la larva en condiciones que favorecian
la ingestion de dieta (cuadro I). La mortali-
dad se registré pasados cuatro dias de con-
tacto de las L1 con la dieta tratada.



Para todos los bioensayos se utilizaron
controles sin presencia de insecticida (in-
sectos tratados o expuestos sélo al disol-
vente (cuadro I) segin el caso).

Ensayos en adultos

En la figura 1 se contrastan los resulta-
dos del porcentaje de individuos resisten-
tes (RMFO, RGST y REST) (figura 1a) con el
porcentaje de mortalidad causada por car-
baryl (carbamato) y metil-azinfos (organo-
fosforado) (figura 1b) en adultos de cinco
poblaciones de campo y una poblacion sus-
ceptible S_Lab. Nuestros resultados mues-
tran que las poblaciones de campo presen-
tan un 100% de adultos RMFO, seguidos
por adultos RGST, comparadas con la po-
blacion susceptible S_Lab. Por el contrario,
en las poblaciones de campo se observé un
bajo porcentaje de adultos REST similar al
encontrado en la poblacion susceptible
S_Lab, lo que quiere decir que las enzimas
EST no estarian implicadas en la degrada-
cion de insecticidas en los adultos de car-
pocapsa. Los dos insecticidas resultaron
muy poco efectivos cuando fueron proba-
dos sobre los adultos de las poblaciones de
campo (figura 1b) comparados con S_Lab.

Los adultos procedentes de la finca expe-
rimental Gimenells, con historial de pocos
tratamientos con insecticida, no se diferen-
ciaron de los recolectados de las fincas co-
merciales. No obstante, la finca Gimenells
esta rodeada por fincas comerciales expues-

Los problemas de control de
carpocapsa en las poblaciones
de campo estudiadas

se deben a la presencia

de individuos resistentes

tas a tratamiento quimico convencional, por
lo que la migracién de adultos de carpocap-
sa entre éstas, podria ser la explicacion de
los resultados de baja susceptibilidad encon-
trados. Aunque metil-azinfos y carbaril actual-
mente no estan autorizados en el cultivo, am-
bos han sido citados en la literatura especia-
lizada como responsables de la seleccion de
resistencia a insecticidas en carpocapsa, por
lo cual, la respuesta de poblaciones de cam-
po al tratamiento es importante. La falta de
efectividad de los dos insecticidas en campo
es posiblemente resultado del intensivo his-
torial de aplicaciones de metil-azinfos contra
carpocapsa, y de carbaryl para aclareo qui-
mico en la zona de Lleida y esta relacionada
con el aumento de individuos resistentes
(RMFO y RGST) encontrado.

Ensayos en larvas
de primer estadio

En larvas de primer estadio (L1) de car-
pocapsa (figura 2) se observa la misma ten-
dencia que en adultos. En L1 se encontré un
elevado porcentaje de individuos RMFO en
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todas las poblaciones de campo estudiadas.
En cambio, solo las L1 recolectadas en la po-
blacién Poal_6 presentaron mayor porcenta-
je de individuos RGST y las L1 recolectadas
en Bellvis_2, mayor porcentaje de REST
cuando fueron comparadas con la poblacién
S_Lab (figura 2a).

Las L1 son el blanco principal de los tra-
tamientos insecticidas dado que se preten-
den controlar antes de que éstas dafien el
fruto. Los seis larvicidas que probamos con
las L1 son de cuatro diferentes grupos insec-
ticidas (organofosforados, piretroides, ben-
zoilureas y neonicotinoides). Cuando las L1
fueron expuestas a dieta tratada con insecti-
cida la susceptibilidad varié segun el produc-
to y la poblacién de campo analizada (figu-
ra 2b).

Al igual que en el caso de los adultos, la
finca experimental Gimenells se comportd
como una finca comercial. El producto que
resulté mas efectivo en las poblaciones de
campo procedentes de fincas comerciales
con tratamiento quimico convencional fue
etil-clorpirifos, con los cinco insecticidas res-
tantes se obtuvieron valores bajos de morta-
lidad respecto de la poblacion susceptible de
laboratorio S_Lab.

Por el contrario, la finca ecoldgica de Bol-
du, resultd ser tan susceptible como la po-
blacién de referencia S_Lab. La finca ecoldgi-
ca de Boldu esta alejada de fincas de pro-
duccidn convencional, por lo que la migracion
entre poblaciones de carpocapsa es menor.
La baja presion de seleccién con insecticidas
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Ensayos en larvas post-diapausantes (LPD) de Cydia pomonella.

(A)
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B
(B) ~B-M-azln =5-Tia —#—Teb —>*—Fen —¥—E-cIr Fos M-clr Dif

A) Frecuencia individuos resistentes, (B) Mortalidad por tratamiento con insecticida de
poblaciones de campo comparado con la poblacion susceptible S_Lab.

Con estrategias de control de la resistencia como el uso

combinado de confusion sexual, granulovirus e insecticidas,

se puede controlar a carpocapsa manteniendo la

frecuencia de individuos resistentes en niveles aceptables

en esta finca ecoldgica y su aislamiento ha-
cen que la frecuencia de individuos resisten-
tes disminuya en el tiempo. En resumen, de
este experimento podemos concluir que la
baja susceptibilidad encontrada en las L1
procedentes de campo, se debe principal-
mente, a la accién de degradacion de las en-
zimas MFOQ, ya que en las L1 procedentes de
fincas comerciales y de Gimenells, existe un
elevado porcentaje de individuos RMFO.

Ensayos en larvas
post-diapausantes

En larvas post-diapausantes (LPD), utiliza-
mos seis poblaciones de campo y ocho pro-
ductos insecticidas. Aunque las LPD no son el
blanco de las aplicaciones insecticidas para
el control de carpocapsa, el estudio de resis-
tencia a insecticidas en este estadio de des-
arrollo es actualmente uno de los principales
indicadores para la temprana deteccion de re-
sistencia, debido a que el nimero de larvas
de campo obtenidas en diapausa es siempre
mayor y mas homogéneo (todas las larvas re-
cogidas estan en el mismo estadio de desarro-
llo) lo que hace posible evaluar mas productos
insecticidas y tener una imagen mas real de lo
que puede ocurrir en campo.
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Ademas, el bioensayo de aplicacion topi-
ca sobre LPD de carpocapsa esta internacio-
nalmente estandarizado, lo que quiere decir
que los resultados obtenidos a partir de LPD
de carpocapsa en la zona de produccion de
frutales de Lleida, pueden ser comparados
con los mismos en otras poblaciones del
mundo. Los resultados de las pruebas bio-
quimicas realizadas en LPD muestran que,
con la excepcion de la finca ecoldgica de
Boldu, todas las poblaciones restantes, in-
cluida la finca experimental Gimenells, pre-
sentan un elevado porcentaje de individuos
resistentes, tanto RMFO, como RGS y REST
(figura 3a).

Los bioensayos de aplicacion de insecti-
cidas variaron segln el producto aplicado y
la poblacién analizada (figura 3b). Los pro-
ductos mas eficaces resultaron ser los orga-
nofosforados metil-clorpirifos y etil-clorpiri-
fos, y en algunos casos el neonicotinoide tia-
cloprid, sin embargo, la mayoria de los
productos mostraron poca eficacia. Al igual
que en los casos anteriores, la falta de efec-
tividad insecticida esta asociada a un incre-
mento en el porcentaje de individuos resis-
tentes, que degradan las moléculas insectici-
das, en muchos casos, por las tres vias
enzimaticas estudiadas.

Consideraciones finales

De nuestros resultados se desprenden las
respuestas a nuestras dos preguntas, que son:
1) Si, los problemas de control de carpo-

capsa en las poblaciones de campo es-

tudiadas se deben a la presencia de indi-
viduos resistentes.

2) Los mecanismos bioguimicos implicados
en la degradacion de los insecticidas y
por tanto en la resistencia a insecticidas
en carpocapsa son, en primer lugar, las
enzimas del complejo MFO, seguidas por
las GST y en los estadios larvales tam-
bién participan las EST.

Por otra parte, nuestros resultados mues-
tran otras implicaciones que estan directamen-
te relacionadas con las estrategias de control
de C. pomonella, debido a los posibles casos
de resistencia cruzada (proteccion del insecto
contra varios insecticidas debido a la expresion
de un solo mecanismo de resistencia). El que
por medio del mismo mecanismo bioquimico
de resistencia los individuos resistentes de car-
pocapsa puedan degradar varios insecticidas,
hace que la rotacion de insecticidas como he-
rramienta de prevencion de resistencia tenga
que ser mas estudiada. Considerando los ante-
cedentes de mecanismos de resistencia exis-
tentes, y los modos de accion de los insectici-
das con baja susceptibilidad en campo, se
puede lograr la disminucion de aplicaciones y
que los insecticidas aplicados (ya sea los que
estan en uso, o las nuevas moléculas insectici-
das que aparezcan en el mercado) sean mas
efectivos y tengan una vida Util mas larga.

El problema de la resistencia no esta ge-
neralizado en la zona, sin embargo, cuando
hay problemas de control, son individuos re-
sistentes los causantes. Con estrategias de
control de la resistencia como el uso combi-
nado de confusién sexual, granulovirus e in-
secticidas, se puede controlar a carpocapsa
manteniendo la frecuencia de individuos re-
sistentes en niveles aceptables. ®
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