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RESUMEN

Myzus persicae es una plaga que afecta a una amplia gama de cultivos herbaceos,
horticolas y frutales, tanto por sus dafios directos como por la capacidad de transmitir
mas de 100 virus. Su control se basa casi exclusivamente en la aplicacidon de
insecticidas y, como resultado, esta especie ha desarrollado resistencia multiple a
muchas clases quimicas, incluyendo organofosforados, carbonatos y piretroides. En el
sur de Francia sobre el afio 2009 se descubrié sobre melocotoneros un clon de M.
persicae con resistencia extremadamente potente a los neonicotinoides que
compromete la eficacia en campo de este grupo de insecticidas. Dadas las graves
consecuencias de esta mutacion para un control efectivo de las poblaciones de esta
plaga, se realizd un seguimiento de su expansion geografica. La mutacion se ha ido
extendiendo, y hasta la fecha se ha encontrado en ltalia, Francia y Espafia. Por todo
ello es imprescindible conocer bien el estado de la resistencia a insecticidas en las
poblaciones de M. persicae en los diferentes cultivos en los que causa dafos
importantes, asi como los mecanismos de resistencia implicados, con el fin de disefiar
estrategias adecuadas de tratamientos para un uso sostenible de los fitosanitarios. Por
tanto se pretende con esta tesis estudiar el desarrollo potencial de la resistencia a los
neonicotinoides imidacloprid y tiametoxam, vy los insecticidas flonicamid,

espirotetramat, pimetrocina y azadiractina.

Palabras clave: Flonicamid; spirotetramat; pimetrozina.

1. Introduccion

El pulgdn del melocotonero, Myzus persicae, es
una plaga de importancia mundial de una amplia
gama de cultivos herbaceos, horticolas y frutales,
por sus danos directos y por su capacidad de
transmitir mas de 100 virus de las plantas [1].
Excepto en cultivos horticolas en invernaderos,
su control se basa casi exclusivamente en la
aplicacidn de insecticidas y, como resultado, esta
especie ha desarrollado resistencia multiple a
muchas clases quimicas, incluyendo
organofosforados, carbamatos y piretroides [2].
Los mecanismos moleculares de la resistencia a
los insecticidas en M. persicae incluyen la
sobreproduccién de carboxilesterasas de
desintoxicacion (E4 o FE4) que confiere
resistencia principalmente a organofosforados, y
dos formas de resistencia en el punto de accion
[2]. Una de ellas es una mutacién de la proteina
de la acetilcolinesterasa (acetilcolinesterasa
modificada, MACE por sus siglas en inglés) dando
insensibilidad a los dimetil-carbamatos (e;j.

pirimicarb) [2]. La otra es una mutacion del canal
de sodio dependiente de voltaje (resistencia
knockdown, kdr) dando resistencia a los
piretroides [2]. Los neonicotinoides tales como
imidacloprid, tiametoxam, clotianidina vy
acetamiprid no se ven afectados por estos
mecanismos, y son actualmente el principal
medio de control. A pesar de dos décadas de
constante aumento del uso, los neonicotinoides
han demostrado ser notablemente resistentes al
desarrollo de la resistencia y se han mantenido
muy eficaces contra M. persicae. Se han
encontrado poblaciones de M. persicae con
susceptibilidad reducida a  compuestos
neonicotinoides (10-40 veces la resistencia) en
Europa, los EE.UU. y Japdn [3-5]. Sin embargo, en
la actualidad los niveles de resistencia descritos
tienen un significado practico limitado, ya que
son insuficientes para poner en peligro la eficacia
en campo de estos insecticidas [3,5].

Recientemente, se han utilizado enfoques
bioquimicos y gendmicos para investigar la
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resistencia a los neonicotinoides en un clon de M.
persicae de Grecia mostrando un factor de
resistencia a los neoniconioides de ~40[ 6,7 ]. La
resistencia se asocia con multiples duplicaciones
de un solo gen P450 (CYP6CY3 ), con pulgones
resistentes que llevan ~18 copias del gen en
comparacioén con las dos copias se encuentran en
los pulgones susceptibles. Sin embargo, los
estudios de union a ligando y de secuenciacion no
aportaron pruebas de que la modificacion
estructural del receptor de nicotinico de la
acetilcolina (nAChR; el punto de accién de los
neonicotinoides) contribuyera a la resistencia en
este clon. Aunque los pulgones han seguido
siendo efectivamente controlados por los
neonicotinoides, la resistencia es un problema
significativo en otras especies de insectos plaga,
incluyendo Leptinotarsa decemlineata,
Nilaparvata lugens y Bemisia tabaci [5]. Como el
encontrado en M. persicae, la sobreexpresion de
uno o mds P450s parece ser el principal
mecanismo de resistencia a neonicotinoides en
plagas de insectos [5,8]. El Unico mecanismo
alternativo descrito hasta la fecha, ha sido una
modificacidn del punto de accién (nAChR) en una
poblacidn seleccionada en laboratorio N. lugens,
en el que la resistencia se asocid con una
mutacién puntual en dos subunidades alfa de
nAChR (Nlal y Nla3) [9]. Sin embargo, la
resistencia en poblaciones de campo de N. lugens
parece ocurrir exclusivamente a través de la
desintoxicacion mediada por P450 [10,11] v,
hasta recientemente, ningin caso de
insensibilidad en el punto de accion de los
neonicotinoides se ha descrito en individuos de
cualquier plaga de insectos recogidos
directamente en el campo.

En 2009, se descubrid sobre melocotoneros en el
sur de Francia un clon de M. persicae con
resistencia extremadamente potente a los
neonicotinoides que compromete la eficacia en
campo de los miembros de esta clase de
insecticidas [12]. La resistencia es conferida tanto
por la desintoxicacién mediada por P450s y por
la insensibilidad del punto de accién de los
neonicotinoides. Este es el primer ejemplo de la
resistencia a los neonicotinoides en el punto de
accion encontrada en poblaciones de campo. La
comparacién de la secuencia de nucleétidos de
seis genes de subunidades del nAChR (Mpal-5y
MpB1l) de clones de pulgones resistentes y
susceptibles, revelé un Unico punto de mutacidn
en la regién D del bucle de la subunidad B1 del
nAChR del clon resistente, causando una
sustitucion de arginina a treonina (R81T) [12].

Dadas las graves consecuencias de esta mutacién
para un control efectivo de las poblaciones de
esta plaga, se realiz6 un seguimiento de su
expansion geografica. La mutacion se ha ido
extendiendo, y hasta la fecha se ha encontrado
en Italia, Francia y Espafia [13]. Dentro de Espafia,
se ha encontrado en plantaciones de frutales de
hueso de Cataluia, Aragén, Murcia vy
Extremadura.

La gravedad de la situacion ha motivado que se
haya desarrollado una estrategia de manejo de la
resistencia en pulgones de los frutales de hueso,
limitando el uso de neonicotinoides a una sola
aplicacién por campafia, y asi reducir al maximo
la presion de seleccion sobre esta nueva
mutacion y, por tanto, impedir su diseminacion.

Ademas, la limitacidn del uso de neonicotinoides
ha llevado a un mayor uso, y a veces sobreuso y
abuso, de otros insecticidas como el flonicamid,
espirotetramat, pimetrocina y azadiractin.
Debido a este sobreuso ya se han observado
algunos casos de fallos de control en campo con
alguno de estos productos.

Por otra parte, existe una profunda preocupacion
de que esta mutacién que confiere resistencia
extrema a los neonicotinoides se pase a las
poblaciones de horticolas, lo que agravaria
enormemente el problema.

En Espafia no se ha realizado nunca un estudio
del estado de la resistencia a insecticidas en una
plaga agricola tan importante como M. persicae.
Obviamente tampoco se conoce la prevalencia
en las poblaciones espafiolas de los mecanismos
de resistencia conocidos (a carbamatos,
fosforados y piretroides) ni de los nuevos (a
neonicotinoides), ni si pudieran presentarse
algunos nuevos.

Para disefiar una estrategia eficaz de manejo de
la resistencia, como demanda la Directiva
Europea de Uso Sostenible de Fitosanitarios, es
necesario conocer bien qué insecticidas se
pueden rotar al no tener resistencia cruzadas, es
decir, al no estar afectados por el mismo
mecanismo de resistencia. Por tanto, no basta
rotar insecticidas con distinto modo de accién
(pertenecientes a distintos grupos quimicos), ya
que los mecanismos metabdlicos de
detoxificacion pueden afectar a compuestos de
distintas familias quimicas, con distintos modos
de accidén [14]. Consecuentemente, es necesario
conocer los mecanismos implicados en la
resistencia a cada insecticida, para a partir de esa
base cientifica, disefiar estrategias de control
efectivas y sostenibles en el tiempo.
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Por todo ello es imprescindible conocer bien el
estado de la resistencia a insecticidas en las
poblaciones de M. persicae en los diferentes
cultivos en los que causa dafios importantes, asi
como los mecanismos de resistencia implicados,
con el fin de disefiar estrategias adecuadas de
tratamientos para un uso sostenible de los
fitosanitarios. Por tanto en este trabajo de tesis
se pretende estudiar el desarrollo potencial de la
resistencia a los neonicotinoides imidacloprid y
tiametoxam, vy los insecticidas flonicamid,
espirotetramat, pimetrocina y azadiractina, en
poblaciones de M. persicae de cultivos frutales y
horticolas de la Region de Murcia y otras regiones
espafiolas.

2. Materiales y Métodos

2.1 Poblaciones

Se recogeran 10-15 poblaciones de M. persicae
de cultivos frutales de las principales zonas
productoras (Lérida, Zaragoza y Murcia),
abarcando diferentes escenarios de presion
insecticida. Las poblaciones se criaran sobre
plantas de pimiento en jaulas.

2.2 Insecticidas

flonicamid,
tiametoxam,

Se utilizaran
imidacloprid,
azadiractina.

spirotetramat,
pimetrozina vy

2.3 Bioensayos

Para los ensayos completos se utilizan 4-5
concentraciones y un control para cada
insecticida y poblacién, tres repeticiones por
concentracion, y 30 individuos por repeticién. Las
dosis para cada insecticida se tomaran para un
rango de 0 — 100 % de mortalidad.

En hojas de pimiento se realizaran discos (37 mm
didmetro) que serdn sumergidos durante 10
segundos en la solucidn acuosa del insecticida a
ensayar. Los discos son secados al aire y puestos
sobre agar (2%) con el envés hacia arriba en la
base de cajas de polipropileno (Fig.1). Las cajas
son tapadas con su tapa, en la que se han
efectuado agujeros de ventilacién y otro mayor
para introducir los pulgones. Las placas son
mantenidas a 25 °C y fotoperiodo de 16:8 h
(luz:oscuridad). La mortalidad se estimara a las
24, 48 y 72 horas para ajustar el mejor periodo
para cada insecticida. Se realizaran los
bioensayos con ninfas de 3-4 dias (spirotetramat)
y adultos apteros (resto insecticidas).

2.4 Bioensayos de sinergistas

Este tipo de bioensayos se realizan para poder
determinar que posibles mecanismos estan
implicados en la resistencia a insecticidas. Se
basan en afiadir un producto que por si sélo no
tiene efecto plaguicida, pero sin embargo cuando
se le afade a los insecticidas, éstos incrementan
su actividad. Los sinergistas utilizados en este
estudio seran el butdxido de piperonilo (PBO) y el
S,S,S tributil fosforotritioato (DEF). El PBO es un
inhibidor del citocromo P450 y el DEF inhibe las
esterasas.

La metodologia de estos bioensayos es similar a
los descritos anteriormente. Se diferencian en
gue dos horas antes de ser tratadas las hojas con
el insecticida se realiza un tratamiento con el
sinergista. Todas las hojas son tratadas con una
Unica dosis subletal y se deja un control para
asegurarnos que realmente el sinergista por si
s6lo no tiene efecto sobre M. persicae. El resto
del bioensayo sigue los pasos de un bioensayo
normal.

3. Resultados

Se espera obtener una estimacién del estado de
la resistencia a los principales insecticidas
utilizados para el control de M. persicae. Esto
junto con la informacién suministrada por los
mecanismos de resistencia implicados, nos
ayudard a entender las resistencias cruzadas vy,
por tanto, disefar estrategias eficaces de manejo
de la resistencia.
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Figura 1. Bioensayo
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