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SE HA ESTUDIADO LA RESISTENCIA A CLORANTRANILIPROL 20% SC DURANTE TRES ANOS DE ENSAYO

Fijacion de una linea base para
el seguimiento de la resistencia
de grafolita a insecticidas

D. Bosch', J. Avilla? y A. Escudero®

' IRTA de Lleida.

2 Departamento de Produccion Vegetal y Ciencia
Forestal de la Universidad de Lleida.

3|RTA Mas Badia.

La grafolita causa importantes
pérdidas econémicas a escala global
y es una de las plagas mas
importantes de los frutales de
hueso. Su control ha sido
predominantemente quimico
mediante la aplicacion de
insecticidas neurotdxicos, siendo la
implementacion de nuevos
compuestos muy necesaria para
contrarrestar la posible seleccion de
individuos resistentes a los
compuestos neurotoxicos de uso
mas intensivo. El objetivo de este
estudio fue poner en marcha una
linea base de susceptibilidad a un
producto insecticida, en este caso
clorantraniliprol para poder
determinar con facilidad la
presencia de poblaciones en campo
resistentes al producto.

a grafolita (Grapholita (=Cydia) moles-
ta Busck) (Lepidoptera: Tortricidae) es
un insecto que causa importantes pér-
didas econémicas a escala global y
que esta presente en todas las zonas tempera-
das de Asia, Europa, América, Africa y Australia.
Es una de las plagas mas importantes de la fa-
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milia de las Rosaceas y los frutales de hueso,
melocotoneros (Prunus persica) y nectarinos
(Prunus persica var. nectarina), son sus hués-
pedes primarios, mientras que manzanos (Malus
x domestica Borkh) y perales (Pyrus communis)
se consideran huéspedes secundarios (Roths-
child, G.H.L. & Vickers, R.A., 1991). C. molesta
ataca tanto a los brotes como a los frutos de
sus huéspedes (foto 1) y puede completar su
ciclo en cualquiera de ellos.

El control de grafolita ha sido predominante-
mente quimico mediante la aplicacion de insec-
ticidas neurotdxicos. Con las aplicaciones de es-
tos insecticidas se pretende en muchas ocasio-
nes, ademas de controlar grafolita, controlar
otras plagas que afectan al cultivo como Anarsia
lineatella Zeller (Lepidoptera: Gelechiidae) o Ce-
ratits capitata Wied. (Diptera: Tephritidae). En
ocasiones son necesarias miltiples aplicacio-
nes para llegar al control de la plaga y a pesar
de ello se han dado casos de dafios en cosecha

en zonas del sur de Francia o afectaciones en
variedades tardias de manzano en Girona y de
melocotones y nectarinas en Lleida (Siegwart et
al., 2010). Estos fallos en el control pueden ser
debidos a la presencia de poblaciones resisten-
tes seleccionadas por el repetido uso de insec-
ticidas con el mismo modo de accién, principal-
mente organofosforados y piretroides.

Los insecticidas actualmente registrados en
Espaia para el control de grafolita son: fosmet,
etil-clorpirifos (organofosforados), metoxifenoci-
da (diacilhidracina), tiacloprid (neonicotinoide)
y clorantraniloprol (diamina antranilica). Indoxa-
carb (indoxacarb) y esfenvalerato (piretroide) es-
tan autorizados bajo uso restringido. La imple-
mentacion de nuevos compuestos es muy ne-
cesaria para contrarrestar la posible seleccion
de individuos resistentes a los compuestos neu-
rotoxicos de uso mas intensivo. Rynaxypyr (clo-
rantraniliprol 20% SC, Dupont) es un insecticida
registrado en octubre de 2011 con un nuevo



Foto 1.Ataque en brote (izda) y en frutos (drcha) de grafolita.

modo de accion. Actlia como modulador del re-
ceptor de la rianodina de forma que provoca una
liberacién descontrolada del calcio intracelular.
Esta familia tiene una marcada actividad contra
un amplio rango de lepiddpteros plaga (Lahm et
al., 2009; Cordova et al., 2006) y posee propie-
dades antialimentarias.

En una poblacién resistente de campo, esta
resistencia puede ser debida a una elevada ac-
tividad de los mecanismos de detoxificacion en-
Ziméticos y puede que por ello sea resistente a
distintos modos de accién insecticida. La pron-
ta deteccion de la resistencia a un insecticida
es fundamental para evitar la extension de la
misma y promover la puesta en marcha de es-
trategjas para su manejo de la forma mas rapi-
day efectiva posible.

El objetivo de este estudio fue poner en mar-
cha una linea base de susceptibilidad a cloran-
traniliprol para poder determinar con facilidad la
presencia de poblaciones en campo resistentes
al producto.

Materiales y métodos

En los bioensayos se utilizd Coragen 20%
SC. El producto se incorporaba en la dieta (Sto-
nefly premix) de la que se alimentaban las larvas
neonatas (< 24 h) procedentes de las distintas
poblaciones de campo a estudiar. Se utilizaban
bandejas de plastico con pocillos (CD Internatio-
nal BA-128) como contenedores para la dieta
tratada y en cada uno de los pocillos se coloca-
ba una larva neonata. Los pocillos se tapaban
con una tapa de plastico transparente y con
agujeros para la ventilacion (foto 2). La revision

de la mortalidad se realizaba a los cuatro dias
del inicio del tratamiento. En la revision las larvas
se consideraban como muertas cuando no se
movian al tocarlas con un pincel, moribundas
cuando estaban visiblemente afectadas de for-
ma que tenian movimientos lentos y descoordi-
nados, y vivas. Para

significativas entre ellas cuando los limites fidu-
ciales se solapaban. Segln los resultados obte-
nidos en la primera recta se realizaba una se-
gunda serie de tratamientos. Para ajustar una
recta probit se realizaban tres repeticiones de
16 larvas cada una para cada concentracion

el célculo de la mor-

talidad final las lar-
vas moribundas fue-
ron consideradas co-
mo muertas.

En los tratamien-
tos se aplicaban ran-
gos de concentracio-
nes que iban de 0,01
a 0,7 mgi.a./kg de
dieta a partir de las .
cuales se realizaba ' 3
un anélisis probit (Po- '
lo Plus, LeOra Softwa-
re) que ajustaba una
recta mortalidad-con-
centracion. Las con-
centraciones se pa-
saban a logaritmos.
Se calculaban los va-
lores de las CLso ¥
CLgo (concentracio-
nes letales que pro-
vocaban la mortali-
dad del 50 y el 90%
de la poblacion trata-
da) y se comparaban
entre poblaciones.
No habia diferencias
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CUADRO I.

Poblaciones de campo de Cydlia molesta recogidas durante los afios 2009, 2010y 2011,
numero de individuos y resultados de la cria en laboratorio.

Poblacion Origen Aiio de recoleccion N° individuos Resultados en cria
Lleida 27/74 Lleida 2009 54 Sin descendencia
Albesa Lleida 2009 26 Sin descendencia

La Portella Lleida 2009 114 Sin descendencia

La Portella* Lleida 2009 38 F2.672 L1 tratadas
Noves Pompiers Francia 2010 35 Sin suficiente descendencia
Neusdadt Alemania 2010 41 Sin suficiente descendencia
Laffite sur Lot Francia 2010 130 F2.602 L1 tratadas
Torroella de Montgri Girona 2010 10 Sin descendencia

La Portella Lleida 2011 68 F2.569 L1 tratadas
Torrelameu 1/85 Lleida 2011 5 Sin descendencia
Corbins Lleida 2011 53 Sin suficiente descendencia
*Poblacion de machos adultos obtenidos mediante trampas funnel con feromona.

CUADRO II.

Heterogeneidad (h), n° de individuos tratados (n) y concentraciones letales ClLso y Cloo y
sus intervalos de confianza (probabilidad = 95%) de poblaciones de campo de Cydia

molesta recogidas durante 2009 al 2011 tratadas con Rynaxypyr, comparadas con una
poblacion susceptible de laboratorio.

Poblacion Aio n h CLso (limites fiduciales) CLs (limites fiduciales)
IEPVFA Piasenza 2008 400 3,296 0,110 (0,084 -0,136) b 0,160 (0,130 - 0,271) ab
La Portella* 2009 619 0,899 0,307 (0,279 - 0,332) ¢ 0,493 (0,453 - 0,552) ¢
Lafitte sur Lot 2010 602 2,097 0,090 (0,075 - 0,105) b 0,193 (0,154 - 0,297) ab
La Portella (SP) 2011 569 2,422 0,070 (0,061 - 0,080) a 0,126 (0,107 - 0,159) a
IEPVFA Piasenza 2011 798 0,906 0,107 (0,098 - 0,116) b 0,183 (0,165 - 0,210) b

Rectas de mortalidad probit — concentracion (mg i.a / kg dieta) obtenidas
en tres poblaciones de campo y una de laboratorio Cydia molesta durante los
anos 2008 a 2011.
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con un minimo de cinco concentraciones mas el
control. Hacian falta aproximadamente unas
300 larvas neonatas de cada poblacion para
ajustar cada recta.

Como control se utilizaba dieta con agua
destilada.

Resultados y discusion

Las poblaciones de campo tratadas fueron:
La Portella* (2009), Laffite sur Lot (2010) y La
Portella (2011). Como poblacién susceptible de
referencia se utilizd una poblacién mantenida en
el laboratorio del centro UdL-IRTA en Lleida des-
de el afio 2007 y que procedia de una cria de
laboratorio con méas de 10 afios de edad del Is-
tituto di Entomologia e Patologja vegetale Facol-
ta di Agraria - Universita Cattolica del Sacro Cuo-
re (Piacenza, Italy) llamada IEPVFA-Piasenza.

De hecho se recogieron bastantes poblacio-
nes de campo de C. molesta a partir del ano
2009 para realizar el monitoreo de la resistencia
a Coragen: Lleida 27/74 (SP), Albesa (SP) and
La Portella (SP) el afio 2009; Noves Pompiers,
Neusdadt, Laffite sur Lot y Torroella de Montgri
durante el afo 2010; y La Portella, Torrelameu
1/85y Corbins durante el afio 2011. Sin embar-
g0, esta especie no se adapta facilmente a la
cria en laboratorio y al principio fue muy dificil la
obtencion de descendencia. Otro problema era
la baja cantidad de larvas recogidas en campo
lo que hacia todavia mas dificil el poder obtener
la cantidad de larvas neonatas (L1) en sufucien-
te cantidad. El nimero de larvas recogidas en
campo y el afio de recoleccion aparecen en el
cuadro I.

Las poblaciones se recogian en campo en
forma de larvas en diferentes estados de des-
arrollo, recogiendo brotes atacados, o bien ins-
talando cartones corrugados en los troncos de
los arboles donde se refugian las larvas que en-
tran en diapausa. La poblacién La Porte-
lla*(2009) se obtuvo cruzando machos de cam-
po con hembras de laboratorio debido a que el
primer afio no se obtuvo descendencia en ningu-
na de las poblaciones recogidas a partir de ma-
chos y hembras procedentes de campo. Las
hembras de campo no realizaron puesta en nin-
guna de las superficies que se ensayaron y las
de laboratorio estan adaptadas a realizar la
puesta en el papel encerado de las jaulas de
cria. El uso de hembras de laboratorio ha sido
habitual para la realizacion de bioensayos debi-
do a que la resistencia es una caracteristica do-



Foto 2. Colocacion de la dieta tratada en los pocillos de tratamientos
(izda) y aspecto de los pocillos a los 4 dias con las larvas dentro (drcha).

minante y por lo tanto heredada (Sauphanor y
Bouvier, 1995; Sauphanor et al. 1998). A partir
del afio 2010 el método de cria fue mejorando
de forma que partiendo de un niimero de lar-
vas suficiente, idealmente mas de 100 larvas,
se puede obtener la descendencia necesaria pa-
ra realizar los tratamientos.

La mortalidad que se obtuvo en los contro-
les en ningin caso superd el 4,4 % lo que vali-
dd la metodologia seguida.

Los resultados de las CLso y ClLoo aparecen
en el cuadro II. La poblacién IEPVFA-Piasenza
obtuvo los mismos resultados durante los dos
afos que fue tratada. El indice de heterogenei-
dad (h), que representa el ajuste de los resulta-
dos obtenidos a la recta calculada fue bueno
especialmente con los datos de IEPVFA-Piasen-
za del ano 2011 y con los datos de La Portella
del afo 2009. En el resto de las rectas la hete-
rogeneidad fue algo elevada. La poblacién de
campo mas susceptible al producto fue la de La
Portella del afio 2011 que resultd significativa-
mente mas susceptible que las deméas pobla-
ciones, incluso que la de laboratorio. La pobla-
cion de La Portella* fue la menos susceptible a
Rynaxypyr ya que resulté significativamente dis-
tinta de todas las demas. A pesar de resultar
menos susceptible a los tratamientos el ratio de
resistencia obtenido al comparar su CLs, con la
Clso de la poblacién susceptible de referencia
es de 2,8 y estd muy lejos de 10 que es el valor
que se toma como referencia y a partir del cual
se empieza a hablar de resistencia en las po-
blaciones.

En la figura 1 se pueden ver las rectas de
mortalidad probit representadas. Comparando
las rectas todas con todas no son iguales ni pa-
ralelas aunque se observa, como ya se ha co-

mentado anteriormente, que la recta de La Por-
tella* queda algo separada por encima del res-
to. Todas las rectas excepto la de La Portella del
2009 son paralelas, lo que implica que la res-
puesta de la mortalidad al incremento de la con-
centracion es similar.

Segln los resultados las poblaciones de
campo tratadas hasta el momento no presentan
signos de resistencia.

de forma rapida cualquier cambio que se pro-
duzca en campo y evitar una extension genera-
lizada del mismo. @
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Sin embargo, se ha de
tener en cuenta que el
producto fue registra-
do en Espafia en oc-
tubre del afio 2011 y
las poblaciones testa-
das no habian estado
en contacto con el
mismo. Lo que nos in-
dicaban los resultados
obtenidos era que el
nivel de efectividad de
Rynaxypyr al entrar en
el mercado era bueno,
comparable la efecti-
vidad que demostraba
en una poblacién sus-
ceptible de laborato-
rio. Este seguimiento
se considera impres-
cindible como salva-
guarda para los pro-
ductos y para las es-
trategias de manejo
de la resistencia y por
ello, durante los proxi-
mos afos pretende-
mos continuar con el
mismo para detectar
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