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Estudios de resistencia a tebufenocida en Spodoptera exigua

(Hiibner [1808])

G. SMAGGHE, P. MEDINA, S. SCHUYESMANS, L. TIRRY y E. VINUELA

Las CLsy calculadas para diversas poblaciones de Spodoptera exigua recogidas en
invernaderos de Espaiia, Holanda y Bélgica, mostraron que su susceptibilidad frente al
Tebufenocida fue similar a la de la poblacion de laboratorio usada de referencia, osci-
lando los factores de resistencia entre 2,1 y 5,4.

Los resultados obtenidos indican que con la finalidad de vigilar el desarrollo de
resistencia en poblaciones de esta especie, se podria usar una dosis discriminatoria de
3 mg i.a./l en ensayos de toxicidad sobre dieta artificial.

La toxicidad larvaria (medida por medio de la CLsp) esta estrechamente relaciona-
da en las diferentes poblaciones con la actividad de las enzimas oxidasas. La regresion
lineal obtenida (R? = 0,89) sugiere que la menor toxicidad del insecticida podria ser
debida al incremento de la oxidacion del mismo.

Basandonos en los resultados, todo parece indicar que se podria usar como nivel
critico para vigilar el desarrollo de resistencia en esta especie una dosis de 12-15
nmol/mg.proteina.min, pero es necesario comprobar ésta hipotesis en mayor nimero de
poblaciones.
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INTRODUCCION

Uno de los problemas principales deriva-
dos del uso de insecticidas es el desarrollo de
resistencia por parte de las poblaciones pla-
ga, habiéndose manifestado este fenomeno
también hacia modernos insecticidas tales
como los reguladores del crecimiento de los
insectos (RCI) o el biolégico Bacillus thurin-
giensis Berliner (TABASHNIK y RousH, 1990;
VINUELA, 1998a). Como se ha comprobado
en el pasado con la mayor parte de los insec-
ticidas, cuando un nuevo producto es intro-
ducido en el mercado mantiene su eficacia
durante un cierto tiempo, pero después y
como consecuencia de su uso indiscrimina-

do, ésta decae al inducirse el desarrollo de
resistencia en las poblaciones tratadas.

Se plantea, por tanto, la urgente busqueda
de un nuevo, seguro y eficaz insecticida que
controle estas poblaciones, lo que muchas
veces se ve enormemente dificultado por la
existencia de resistencia cruzada (GEORG-
HIOU, 1986). Ademas, suele ocurrir que en los
cultivos donde mas se necesita la introduc-
cion de un nuevo insecticida para controlar
una o varias plagas, es donde hay mas riesgo
de aparicion de resistencia. Por estas razones,
la resistencia es considerada hoy dia como un
problema inherente al uso de insecticidas,
constituyendo un factor limitante de primer
orden en la proteccion de cultivos (DHADIA-
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LLAetal.,1997; URECH et al., 1997; CAHILL y
DENHOLM, 1998; DELHOLM et al., 1998).

En el caso de Spodoptera exigua (Hiib-
ner), una plaga polifaga de importancia
mundial en horticultura y otros cultivos
(VINUELA et al., 2000), cientificos y agricul-
tores han verificado el desarrollo de resisten-
cia a organofosforados, carbamatos, B. thu-
ringiensis (ROBB y PARELLA, 1984; CHAU-
FAUX y FERRON, 1986; YOSHIDA y PARRELLA,
1987; BREWER y TRUMBLE, 1989; MOAR et
al., 1994; VAN LAECKE et al., 1995) o varios
piretroides y RCI del tipo de las benoilfeni-
lureas como el teflubenzurén flufenoxu-
ron (SMAGGHE y TIRRY, 1998; VINUELA,
1998a,b). TORRES-VILA et al. (1998) encon-
traron igualmente que poblaciones de este
insecto provenientes de campos de tomate
del sur de Espafia eran altamente resistentes
al lindano (organoclorado), pero tenian, sin
embargo, niveles de resistencia bajos a
moderados, hacia productos de otros grupos
quimicos.

En el presente trabajo se evalua el poten-
cial del tebufenocida, un mimético de la hor-
mona de la muda (SMAGGHE y DEGHEELE,
1998), para controlar S. exigua. Se analizan
los niveles de resistencia en diversas pobla-
ciones de campo basandonos en los métodos
tradicionales (CLsp ) y se propone una técni-
ca rapida de evaluacion de resistencia identi-
ficando una dosis discriminatoria entre
poblaciones susceptibles y resistentes basada
en analisis bioquimicos.

MATERIAL Y METODOS

El insecticida utilizado fue el tebufenoci-
da, cuyo nombre comercial es Mimic® SC
(liquido autosuspensible con una riqueza en
ingrediente activo (i.a.) del 24%, de la casa
comercial Rohm & Haas).

Los insectos de la poblacién de laborato-
rio proceden de la cria del insectario del
Departamento de Proteccién de Cultivos de
la Universidad de Gante, mantenida en con-
diciones controladas de 23+1°C; 75+5%
HR.; 16:8 L:O.

Ensayos de laboratorio e invernaderos

En condiciones de laboratorio, 1 ml. de
dieta artificial modificada de la de Poitout,
recién preparada, se introduce en cada uno de
los 24 pocillos de 2 cm? de una placa de cul-
tivo de tejidos, y una vez solidificada, se apli-
ca uniférmemente sobre su superficie 50 pl
de una solucidn acuosa de tebufenocida. Se
emplearon 7 dosis entre 0,01 y 10 mgi.a/ly
el testigo. Larvas de S. exigua que acababan
de mudar (0-12 h) al altimo estadio proce-
dentes de distintas poblaciones de campo
(Bélgica, Holanda y sur de Espafia) y de la
poblaciéon de laboratorio, se colocaron de
forma individualizada en cada pocillo. Se
trataron 24 larvas por dosis, y se hicieron 3
repeticiones. La mortalidad se evalué a los 6
dias para determinar la CLsy.

En invernadero se realizaron dos tipos de
ensayo. En el primero, plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill. cv. “Money-
maker”) de 30 cm. de altura, sembrada en
macetas, fueron pulverizadas de forma
manual hasta el punto de goteo con solucio-
nes acuosas de tebufenocida a las concentra-
cionesde 0,1 -0,3-1-3y 10 mgi.a./l; Teflu-
benzurén (Nomolt®, SC 15%) a 180 mg i.a./]
y B. thuringiensis (Bactospeine® PM, 16
millones U.I/g) a 0,1% se usaron también
como referencia. Una vez secas en una cama-
ra de ventilacion forzada, cada planta se
cubri6 con un cilindro de plexiglas que tenia
una gasa para ventilacion en la parte superior.
En cada planta se introdujeron 10 larvas de S.
exigua que acababan de mudar (0-12 h) al
ultimo, y se utilizaron 3 plantas por concen-
tracion y 3 repeticiones. Se evaluaron la mor-
talidad y el dafio en hoja a los seis dias del
tratamiento.

En un segundo ensayo, plantas mas gran-
des de tomate de la misma variedad anterior
(1,5-2 m) fueron infestadas con plastones de
huevos recogidos de la cria de laboratorio. 3
dias después de la eclosion, cuando los dafios
en hoja empezaron a ser evidentes, se pulve-
rizaron las plantas con tebufenocida (18 y
144 mg i.a./) de forma manual hasta goteo.
Se trataron 6 plantas por dosis y testigo. Se
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evalué el porcentaje de supervivencia larva-
ria a los 3 y 7 dias tras el tratamiento.

En el ensayo de laboratorio, se obtuvo la
CLsg con el método Probit usando el progra-
ma POLO-PC (LEORA SOFTWARE, 1994) y en
los de invernadero, los resultados fueron ana-
lizados siguiendo el test de Student-New-
man-Keuls (P = 0,05) utilizando el programa
Statgraphics (STsc, 1987).

Analisis bioquimicos

Se cuantificd la actividad enzimatica de
las mono-oxigenasas de las distintas pobla-
ciones de campo y la de laboratorio de S.
exigua, siguiendo la técnica espectrofotomé-
trica con p-nitroanisol descrita por HANSEN
y HopGson (1971) y VAN LAECKE et al.
(1993). El cuerpo de las larvas de tdltimo
estadio, una vez eliminadas las partes mas
esclerotizadas, como la cabeza, se homoge-
neiza en frio con un tampén K-fosfato 0,1 M.
Posteriormente, se elimina el tegumento y se
centrifuga a 12.000 g y 4°C durante 15 minu-
tos en una centrifuga Sigma 2K15. Dilucio-
nes del sobrenadante son utilizadas como
fuente de encimas. La concentracion de pro-
teina se determina usando albiimina de suero
bovino como patrén de acuerdo con BRAD-
FORD (1976). Para determinar el metabolis-
mo oxidativo, la intensidad del color amarillo
que produce el p-nitrofenol formado a partir
del p-nitroanisol se cuantifica mediante un
espectrofotémetro LKB a A = 400 nm.

RESULTADOS

En general, basandonos en las CLs, el
tebufenocida fue casi tan activo contra larvas
de ultimo estadio de poblaciones de campo
como lo fue para las susceptibles de laborato-
rio (Cuadro 1). Las poblaciones procedentes
de Bélgica, Paises Bajos y del sur de Espaiia
mostraron bajos niveles de resistencia (2,1-
5,4 veces la de laboratorio).

En el primer ensayo en los invernaderos
(Figura 1) el tebufenocida causé el 100% de

Cuadro 1. - Toxicidad del tebufenocida en lar-
vas Ls de Spodoptera exigua de una poblacion
susceptible de laboratorio y diferentes pobla-
ciones de campo de Bélgica, Holanda y el sur

de Espaiia
CLsg Factor de

Poblacién (mg i.a./1) resistencia!
Laboratorio 0,6 -
Bélgica 2,1 3,5
Holanda 2,5 42
Espaiia-1 1,9 32
Espaiia-2 1,2 2,1
Espaiia-3 32 5,4
Espaiia-4 2,1 3,5
Espaiia-5 2,8 4,6

! CLsy campo/CLsg laboratorio.

mortalidad larvaria a partir de una dosis tan
baja como 1 mg i.a./l, sin que se observara
dafio alguno en hoja. Los compuestos de
referencia como el teflubenzurén y el B. thu-
ringiensis fueron ligeramente menos efica-
ces que el tebufenocida a las dosis tratadas,
pero si se producian dafios foliares.

En el segundo ensayo (Cuadro 2), el tebu-
fenocida realiz6 un control absoluto de S. exi-
gua ala maxima dosis recomendada en cam-
po. Con un octavo de la dosis méaxima, sélo
sobrevivian el 11% de las larvas tratadas una
semana antes, pero las hojas mostraban evi-
dencias de dafios por alimentacion larvaria.

Cuadro 2. - Eficacia del tebufenocida (Mimic
SC, 240 gr i.a./l) contra Spodoptera exigua en
pequeiios invernaderos experimentales

Concentracién % %
(mgi.a./1001).  Supervivencia  Supervivencia
agua). 3 dias! 7 dias!
Testigo 840a 383a
60 593 b 08¢
7,5 433b 10,5b

! Datos expresados como porcentaje de las larvas super-
vivientes recuperadas comparado con el nimero total de
larvas tratadas. Medias seguidas por una letra diferente
(a-c) son significativamente diferentes (P = 0,05, Stu-
dent-Newman-Keuls test).
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Fig. 1. - Eficacia del tebufenocida (Mimic SC 240 gr i.a/l) contra larvas de Gltimo estadio de Spodoprera exigua.
(Teb: Tebufenocida; TEF: Teflubenzurdn; B.T.: Bacillus thuringiensis).
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Fig. 2. - Correlacion entre toxicidad (CLso) y el metabolismo oxidativo en diferentes poblaciones de Spodoptera exigua.
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Los resultados de actividad enzimatica de
la poblacién susceptible de laboratorio, las
de campo y una poblacidn resistente selec-
cionada en el laboratorio muestran un eleva-
do grado de correlacién (R? = 0,89) con la
toxicidad larvaria medida como CLsy. (Figu-
ra 2).

DISCUSION

Los datos obtenidos en laboratorio y en
invernadero indican que el tebufenocida es un
insecticida prometedor en el control de larvas
de S. exigua. Estos datos concuerdan con expe-
rimentos anteriores que muestran que este
insecticida es altamente toxico contra otros
lepidépteros tanto por ingestiéon como por apli-
caciones topicas (SMAGGHE y DEGHEELE, 1994,
1997). Debido a su nuevo modo de accion, el
tebufenocida deberia ser usado en el control de
lepidopteros que sean resistentes a otras clases
de insecticidas.

Los datos de toxicidad de poblaciones de
campo y laboratorio obtenidos son similares a
los hallados en Spodoptera littoralis (Boisdu-
val). Una poblacién de campo israeli que se
habia mostrado 100 veces mas resistente a
organofosforados y piretroides que las de labo-
ratorio, s6lo fue 3 veces mas resistente a tebu-
fenocida y otros insecticidas de la misma
estructura (ISHAAYA et al.,1995). SMAGGHE y
DEGHEELE (1997) demostraron que en S. /itto-
ralis de campos egipcios los factores de resis-
tencia alcanzados para el clorpirifés y los car-
bamatos eran de 30 y 200 respectivamente,
mientras que para el tebufenocida solo era de
4. SAUPHANOR y BOUVIER (1995) investigaron
la resistencia a benzoilfenilureas y tebufenoci-
da y la resistencia cruzada entre éstos compo-
nentes en poblaciones multi-resistentes de
Cydia pomonella L. del sur francés. Estos estu-
dios revelaron una resistencia 370 veces mayor
para el diflubenzurén, mientras que para el
tebufenocida fue solo de 26. El factor de resis-
tencia para el tebufenocida de la F1 de un cru-
ce entre poblaciones resistentes y susceptibles
fue de 13. Por otra parte, a pesar de los altos
niveles de resistencia a organofosforados, ben-

zoilfenilureas y fenoxicarb en Platynota ida-
eusalis Walker, no se ha constatado resistencia
al tebufenocida (BIDDINGER et al., 1996).

Aunque hasta ahora los niveles de resisten-
cia al tebufenocida son bajos, es necesario
desarrollar técnicas que nos permitan de una
forma rapida, barata y eficaz determinar los
niveles de resistencia de las poblaciones de
campo, para tomar las medidas oportunas. Una
técnica consiste en establecer una dosis discri-
minatoria para distinguir poblaciones resisten-
tes de las susceptibles. Se obtuvieron las rela-
ciones toxicidad-dosis de un experimento que
seleccionaba una poblacion de laboratorio de
S. exigua durante 12 generaciones consecuti-
vas con dosis subletales (CL,s) de tebufenoci-
da (SMAGGHE et al., 1998a). Después de 6
generaciones de continua seleccion, se obser-
v0 un aumento en el nivel de resistencia de 3,6.
Este nivel se corresponde con los bajos niveles
de resistencia al tebufenocida observados en
poblaciones de campo de distintas partes de
Europa (Cuadro 1). Basandonos en éstos
datos, se sugiere que la dosis discriminatoria
podria ser de 3 mg i.a./l Con esta concentra-
cion se podria averiguar si hay un aumento de
los niveles de resistencia en las nuevas pobla-
ciones recogidas en campo. No obstante, debe-
rian analizarse mas poblaciones de campo
antes de implementar este tipo de ensayos para
monitorizar de la resistencia.

Otra técnica a emplear son los estudios bio-
quimicos. Investigaciones anteriores indican
que las enzimas oxidativas del insecto juegan
un papel importante en el metabolismo del
tebufenocida. (SMAGGHE et al., 1998a,b). La
correlacion linear entre la actividad enzimatica
y la CLso (Figura 2) sugiere que una menor
toxicidad esta relacionada con el incremento
en la ruptura oxidativa de la molécula del tebu-
fenocida. Todo ello concuerda con la conclu-
sion de Smagghe et al. (1998a,b) de que la
principal ruta de metabolizacion del tebufeno-
cida es a través de la oxidacidn de los sustitu-
yentes alquilicos de los dos anillos benzoicos.
Basandonos es estos resultados, consideramos
que 12-15 nmol/mg.proteina.min podria ser
usado como umbral critico para la actividad
enzimatica oxidativa.
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La optimizacién de la técnica espectrofo-
tométrica como herramienta para el monito-
reo de resistencia se hace necesario para
ahorrar tiempo y abaratar costes. Nuestro
objetivo es desarrollar un ensayo para medir
la resistencia por medio del incremento en el
metabolismo oxidativo. Para la estandariza-
cion de éste metodo, todos los estados de
desarrollo y edades estan siendo estudiados
en ¢l laboratorio para conocer las posibles
variaciones enzimaticas dependiendo del
estadio en que se encuentren las S.exigua
procedentes del campo. Del mismo modo,
hay que destacar que es necesario estudiar un
mayor rango de poblaciones de campo antes
de dar conclusiones definitivas. Creemos
que el disefio de estos ensayos bioquimicos,
conjuntamente con los bioensayos sobre die-

ABSTRACT

ta artificial, podrian facilitar la obtencion de
resultados repetibles y ayudarian a predecir
la evolucion del desarrollo de la resistencia.
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CLsgy's were calculated from several field strains of Spodoptera exigua collected on
greenhouses from Spain, Belgium and the Netherlands. The susceptibility of field
populations towards tebufenozide was similar to that of the laboratory strain, and resis-

tance values ranged between 2.1 and 5.4.

Data obtained so far suggest the possibility of developing a test-kit for monitoring
resistance in this species, based on artificial diet treatment with a discriminating dose

of about 3 mg a.i./l

A close correlation (R? = 0.89) between larval toxicity of tebufenozide expressed
by LCso and the oxidative enzyme activity in different strains was observed. The linear
regression obtained suggests that the lower toxicity is result of an increase in oxidative
breakdown of the molecule. Based on this results, we consider that 12-15 nmol/mg. pro-
tein.min can be used as a critical threshold level for oxidative enzyme activity. It should
be noted that further evaluation with a wider range of field strains is required before

drawing firm conclusions.

Key words: Spodoptera exigua, tebufenozide, resistance, field populations.
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