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Cydia pomonella (L), agusanado de la manzana o car-
pocapsa (Foto 1), es una de las plagas mds importantes
de manzano y peral. Sus antecedentes de resistencia a
insecticidas con diversos tipos de accién son conocidos
en todo el mundo. En la zona de produccion de manzano
de Lleida se ha detectado que la resistencia a insectici-
das se debe principalmente a la actividad de las enzimas
multifuncion oxidasas (MFO), que metabolizan el insecti-
cida antes de que alcance su lugar de accién. Para de-
sarrollar un método para el monitoreo de la resistencia,
utilizamos adultos de campo para medir la actividad de
las MFO. Los resultados obtenidos nos proveen de infor-
macion que permite indicar el potencial desarrollo de re-
sistencia a insecticidas en campo y, por lo tanto, nos
permite influir en la toma de decisiones sobre la mejor
estrategia para prevenirla o revertirla.

Adulto de C. pomonella

aresistencia a insecticidas
Lse puede producir en un
tiempo corto, es reversible
y repetible (Silva et al, 2003). La
transmision hereditaria de la
resistencia se efectta por medio
de genes previamente presentes
en las poblaciones y que en
condiciones naturales estan en
frecuencias reducidas (Whitten
y McKenzie, 1982). Estos genes,
inicialmente raros en poblacio-
nes naturales, (Figura 1) son
responsables de la degradacion
de toxinas producidas como de-
fensa por las plantas de las que
los insectos se alimentan. Los in-
secticidas en los agro-ecosiste-
mas simplemente seleccionan a
los pocos individuos con estos
genes (resistentes) y aumentan
la frecuencia de éstos en las
poblaciones naturales (Crow,
1957; Lagunes y Villanueva,
1994).

ENSAYOS REALIZADOS

A partir de 2004, nuestro gru-
po de investigacion ha destina-
do esfuerzos para averiguar qué
mecanismos de resistencia esta-
ban implicados en la falta de sus-
ceptibilidad a insecticidas de
poblaciones de campo de C. po-
monella de la zona de produc-
cion fruticola de Lleida, recogidas
en parcelas que presentaban
problemas de control. Utilizamos
bioensayos de aplicacion de in-
secticidas sobre estas poblacio-
nes y evaluamos al mismo tiem-
po la accion de tres enzimas de
detoxificacion (enzimas que de-
gradan el insecticida antes de
que éste ejerza su efecto tdxico
sobre el insecto): multifuncion
oxidasas (MFO), glutation-S-
transferasas (GST) y esterasas
(EST) comparéandolas con una
poblacién susceptible de labora-

LA PROBLEMATICA
DE LA RESISTENCIA A
INSECTICIDAS

La carpocapsa (Cydia pomonella (L)), es sin
duda la plaga mds importante de manzano y
peral en prdcticamente todas las zonas donde
se producen estos cultivos. El desarrollo de
resistencia a insecticidas de carpocapsa estd
muy documentado, y se han encontrado casos
de resistencia a una gran diversidad de gru-
pos de insecticidas sintéticos (organofosfora-
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dos, piretroides, abamectinas, benzoylureas,
benzylhidracinas, neonicotinoides) utilizados
para su control, en paises tan diversos como
EE.UU., Espafia, Francia, Australia, Grecia, Po-
lonig, 1talia, Suiza, Argentina y Chile.

Un componente esencial para el manejo de la
resistencia a insecticidas/acaricidas es la
evaluacion de la resistencia, con el fin de lo-
grar una temprana deteccién y dar espacio a
la intervencion oportuna que permita mitigar
sus efectos sobre el cultivo. Para hacerlo, es
necesario encontrar una metodologia de eva-

luacién de la resistencia que sea capaz de de-
tectar tanto la frecuencia de individuos resis-
tentes, como la de los susceptibles presentes
inicialmente en el campo. Normalmente, la
deteccién de la resistencia a insecticidas se
lleva a cabo por medio de ensayos en labora-
torio, y los resultados obtenidos en las pobla-
ciones de campo son contrastados con los ob-
tenidos en una poblacién susceptible de labo-
ratorio (poblacién criada y mantenida en con-
diciones de laboratorio sin exposicién a insec-
ticidas por muchas generaciones).
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(Hruska et al, 1997).

FIGURA 1/ Secuencia de eventos en el desarrollo de la resistencia a insecticidas

LOS ESTUDIOS REVELARON QUE LA ELEVADA
PRESION DE SELECCION DE PRODUCTOS
QUIMICOS APLICADOS EN CAMPO INDUJO LA
APARICION DE RESISTENCIA POR ViA
METABOLICA, HACIENDO QUE LA EFECTIVIDAD DE
LOS INSECTICIDAS USADOS DISMINUYERA

torio S_Lab que fue obtenida de
una finca abandonada de la zona
fruticola de Lleida y hace 19
afios que es mantenida con die-
ta semi-artificial en el laborato-
rio del Centro UdL-IRTA de R+D
de Lleida, sin exposicion a insec-
ticidas. (Avilla et al., 2005; Bosch
et al., 2007; Rodriguez, et al.,
2010, 2011ay 2011b).

Nuestros resultados mostraron
gue en todos los casos existe una
relacion entre los fallos de con-
troly el aumento en la frecuen-
cia de individuos resistentes
(RMFO, RGST y REST) a materias
activas de productos organo-
fosforados, piretroides, neonico-
tinoides, benzoilhidrazinas, car-
bamatos y benzoilureas. Tam-
bién se detectaron indicios de la
existencia de resistencia cruza-
da (cuando un mismo mecanis-
mo de resistencia induce la resis-
tencia a muchos insecticidas)
en estas poblaciones de campo,
lo que dificulta las estrategias de
manejo dado que limita el efec-
to de accién de las materias ac-
tivas de los insecticidas.

Sin embargo, lo mas destacado
de nuestros resultados fue que
de todas las poblaciones de cam-
po que resultaron resistentes - in-
dependientemente del estado de
desarrollo de carpocapsa analiza-
do (adulto, larva de primer esta-
dio y larva post-diapausantes),
del afio (2004 a 2007) y de la pro-
cedencia - la detoxificacion insec-
ticida implicaba la accién de las
MFOQ, sin excepcion.

Considerando lo anterior, de-
cidimos plantearnos el siguien-
te interrogante: ¢ es viable utili-
zar a las multifuncidn oxidasas
(MFO) como herramienta de
deteccion rapida de resistencia
a insecticidas en poblaciones
de campo de carpocapsa?

ESTRATEGIAS DE
PRODUCCION INTEGRADA
UTILIZADAS

Para resolver esta interrogan-
te decidimos utilizar los adultos
gue se capturan anualmente
para estimar el vuelo de las po-
blaciones de carpocapsa.

La estrategia de proteccion in-
tegrada tiene por objetivo limi-
tar el dafio en los cultivos mini-
mizando el uso de insecticidas
quimicos.

Una de las estrategias de la pro-
teccion integrada de cultivos
(PIC) para lograr una optimizacion
de las aplicaciones de insecticidas
se basa en la estimacién del vue-
lo de las poblaciones de campo

por medio de trampas con atra-
yentes, principalmente de dos ti-
pos: 1) utilizando la feromona de
la especie: difusores convencio-
nales; y 2) el uso combinado de
feromona + éster de pera (indi-
cado para captura de machos y
hembras, y util en capturas en
fincas de confusion sexual, don-
de los difusores convencionales
no atrapan adultos).

MUESTREQ DE
POBLACIONES

Las poblaciones de campo uti-
lizadas en este estudio fueron
muestreadas en los afios 2009 y
2010 a partir de fincas comercia-
les con uso de feromona mds in-
secticida quimicos, a excepcion
de la finca Par con tratamiento
guimico convencional y de Eco-
AL, que corresponde a una fin-
ca de produccién ecoldgica.

El monitoreo de las poblacio-
nes fue con Trampas Delta, (Foto
2). Se dispusieron dos trampas
delta de cada difusor por finca (2
Combo: Combo® (Suterra), 3
mg de feromona + 3 mg de cai-

Trampa Delta con atrayente para monitoreo de vuelo de

C. pomonella
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Microplacas, medio de incubacidn (sustrato] y lector de microplacas Victor3, PerkinElmer, utilizados en la medicidn de la
actividad enzimdtica de las MFO en adultos vivos de C. pomonella

romona (éster de pera) y 2 Bio-
lure: Biolure® (Shinetsu), 10 mg
de feromona). Las capturas fue-
ron recogidas 2 veces por sema-
na, con la finalidad de que los
adultos estuviesen vivos para
el andlisis de la actividad de
MFOs.

La medicion de la actividad de
las enzimas MFO, se llevo a cabo
utilizando el abdomen de los
adultos capturados vivos. Los
abdémenes se introdujeron en
una microplaca de 96 pocillos +
un sustrato especifico de las en-
zimas MFO. Pasadas 4 horas, se

FIGURA 2 / Capturas por atrayente Adultos de
poblaciones de campo de C. pomonella. Superior:
muestreo 2009. Inferior: muestreo 2010.
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midio el producto de la reaccion
enzimatica [enzima (MFO) + sus-
trato (7-etoxycoumarin) = pro-
ducto (7-OH-Hidroxicoumarin)]
de cada individuo por fluorescen-
cia comparandolo con la pobla-
cion susceptible S_Lab (a mayor
cantidad de producto formado,
mayor actividad de MFO), (Foto 3).

EVALUACION DE LA
RESISTENCIA

Los adultos capturados en
trampas delta durante el moni-
toreo de las poblaciones de
campo, tanto con atrayente de
feromona como con el combina-
do de feromona + éster de pera
(Figura 2) llegaban vivos al labo-
ratorio, condicion indispensa-
ble para medir la actividad enzi-
matica de las MFO, razén por la
cual, la utilizacién de este méto-
do de capturas es adecuado
para el seguimiento de la resis-
tencia en campo.

Considerando que los muestre-
os con trampas delta son al

azar, observamos en los dos
afios de muestreo una frecuen-
cia relativa de individuos resis-
tentes RMFO alta y generalizada
en las poblaciones muestrea-
das, con la excepcion de los
adultos procedentes de la finca
EcoAl, de produccién organica
(Figura 3). Ademas, en 5 de las
7 poblaciones de campo se ob-
servo una disminucion de la fre-
cuencia de individuos resistentes
en las capturas del afio 2010, res-
pecto de las observadas en 2009.

Esta metodologia para la eva-
luacién de la resistencia es via-
ble. Consideramos las multifun-
cién oxidasas (MFO) como una
herramienta eficiente de detec-
cion de resistencia a insecticidas
en poblaciones de campo de
carpocapsa. Las lecturas de ac-
tividad de MFO pueden ser rea-
lizadas en cada uno de los vue-
los, o anualmente, con lo cual se
pueden modificar las estrategias
para no favorecer a los indivi-
duos resistentes que hay en
campo.

CONOCER LA COMPOSICION DE LAS
POBLACIONES NATURALES DE
C. POMONELLA EN TERMINOS DE
RESISTENCIA-SUSCEPTIBILIDAD, ES
FUNDAMENTAL A LA HORA DE TOMAR
MEDIDAS DE CONTROL EN CAMPO



Otra ventaja que presenta
éste método es que nos permi-
te saber la condicidn inicial de
una poblacidn, mostrando tan-
to los fenotipos resistentes,
como los que son susceptibles.
Si comparamos la actividad en-
zimatica de MFO de la finca de
produccién organica EcoAl, la
finca convencional + feromona
Tos, con la poblacién suscepti-
ble S_Lab (Figura 4), se puede
observar cdmo la mayor canti-
dad de adultos C. pomonella
procedentes de S_lab y EcoAl
estan en el rango de actividad
de MFO 8-16, y que a partir del
rango 16-32, comienzan a dis-
minuir, tanto en los muestreos
de 2009 como en el de 2010. Al
contrario, la poblacién Tos co-
mienza aumentando el nime-
ro de individuos con actividades
MFO entre el rango 16-32, lle-
gando a su numero maximo
de adultos en el rango MFO de
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FIGURA 3 / Frecuencia de adultos resistentes
(RMFQ), en poblaciones de campo de C. pomonella,
afos 2009 y 2010.

64-128 en 2009, y 32-64 en
2010. Los distintos sistemas
de manejo de las fincas influyen
en la cantidad de individuos re-
sistentes encontrados, lo que
quiere decir, que con esta infor-
macion previa, un cambio en las
estrategias de manejo de las
fincas, tendria que verse refle-
jada en una disminucion y/o
mantencion de niveles bajos de
individuos resistentes en pobla-
ciones de campo.

Conocer la composicion de
las poblaciones naturales de
C. pomonella en términos de re-
sistencia—susceptibilidad, es
fundamental a la hora de tomar
medidas de control en campo,
debido a lo cual las variaciones
y relaciones que existan entre
la frecuencia de los individuos
resistentes y la baja susceptibi-
lidad a insecticidas que se tra-
ducen en problemas de control
es muy importante.
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CONCLUSIONES

Los estudios previos que nues-
tro equipo de investigacion rea-
liz6 sobre la deteccidn de resis-
tencia a insecticidas en la zona
fruticola de Lleida revelaron que
la elevada presion de seleccion
de productos quimicos aplicados
en campo indujo la aparicion de
resistencia por via metabdlica
(MFO, GSTy EST), haciendo que
la efectividad de los insecticidas
usados disminuyera.

Del trabajo actual podemos
concluir, que la resistencia a in-
secticidas en campo puede ser
detectada tempranamente, con
el método que empleamos y
esta ventaja debe aprovecharse
para modificar las estrategias de
control de C. pomonella en esta
zona, en favor de disminuir los
individuos de fenotipos resis-
tentes presentes en las poblacio-
nes de campo.
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