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La mosca mediterranea de la fruta, Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824), es una de las principales
plagas de citricos y otros frutales en Espana. Las actuales estrategias de control, basadas mayori-
tariamente en el uso de insecticidas, estdn viendo amenazada su eficacia debido a la aparicién de
resistencia en poblaciones de campo. Recientemente se ha descrito resistencia metabdlica a lamb-
da-cihalotrina mediada por P450s. Con el fin de estudiar el tipo de herencia de la resistencia a lamb-
da-cihalotrina, serealizaron cruzamientos reciprocos entre una linea de laboratorioresistente a este
insecticida y unalinea susceptible, se obtuvieron la generacién F1 yla F2y se realizd el retrocruce de
laF1 con el parental susceptible. Los resultados muestran que la herencia de laresistencia es comple-
tamente dominante y autosdmica, y que no se ajusta a un modelo mendeliano monogénico. Asimismo,
se esta realizando un mapeo genético de la resistencia a lambda-cihalotrina a partir de los indivi-
duos ensayados en el estudio de la herencia, con el propdsito de identificar marcadores moleculares
que nos permitan la deteccidn precoz y el seguimiento de la resistencia en campo, facilitando asi el
control de la plaga. Por ultimo, mediante el simulacro en laboratorio de distintos escenarios de tra-
tamiento se ha podido determinar que la rotacién de lambda-cihalotrina con spinosad resulta eficaz
para el manejo de laresistencia a lambda-cihalotrina.
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La mosca mediterrdanea de la fru-
ta, Ceratitis capitata (Wiedemann,
1824) es una de las plagas mas da-
fiinas en citricos, aunque ataca un
extenso abanico de huéspedes que
incluye a mas de 300 especies de fru-
tas y hortalizas (Liquido y col., 2013).
Es la causante de grandes pérdidas
econémicas que ocurren, de manera
directa, por los dafos causados en
los frutos, y de manera indirecta, por
los requisitos fitosanitarios y medidas
de cuarentena que imponen algunos
paises importadores. Esta plaga es
especialmente relevante para la pro-
duccién de citricos en Espafa, ya que
se trata del principal pais productor
de citricos en la Unién Europea (en-
tre 5y 7 millones de toneladas en
los ultimos diez afnos) y el principal
exportador de citricos en fresco en el
mundo (FAOSTAT, 2018).

El control de las poblaciones de C.
capitata en citricos recae principal-
mente en la utilizacion de insecti-
cidas formulados con atrayentes
alimenticios  (tratamientos-cebo).
Otras estrategias como la técnica del
insecto estéril (SIT, de sus siglas en
inglés) y el trampeo masivo se utili-
zan en algunas &reas, pero su uso se
combina con la aplicaciéon de insecti-
cidas. Desde los afos 80 hasta su re-
tirada de la Unién Europea en 2009,
malation fue el insecticida mas utili-
zado para el control de esta plaga en
el cultivo de citricos en nuestro pafs.
Desde entonces, lambda-cihalotrina
y spinosad han sido los insecticidas
mas empleados para su control. En
los ultimos anos se ha incrementado
el uso de deltametrina mediante la
utilizacion de trampas de atraccion
y muerte impregnadas con este in-
secticida. Actualmente, también es-
tan registrados etofenprox y fosmet
para su control en citricos (MAPA-
MA, 2018), pero su uso es muy res-
tringido.

La resistencia a insecticidas
constituye un obstaculo
para el control sostenible
de C. capitata

La aparicion de resistencia en po-
blaciones de campo se detecté por
primera vez en Espafa frente a mala-
tion en 2004-2005 (Magafa y col.,
2007), asociada al uso intensivo que
se hacfa de este producto, y poste-
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Figura 1. Esquema para el manejo de la resistencia de Ceratitis capitata a insecticidas.

riormente en 2009-2010 frente a
lambda-cihalotrina (Arouri y col.,
2015). En ambos casos, la resisten-
cia se encontrd en poblaciones de
diferentes areas geograficas, lo que
hace pensar que la alta tasa de flujo
génico existente entre poblaciones
espanolas de C. capitata (Beroiz y
col., 2012) podria haber favoreci-
do la propagacion de la resistencia
desde 4reas con alta presion de se-
leccién hasta zonas menos tratadas.
Ademas, se ha visto que la resisten-
cia a malation y lambda-cihalotrina
confieren resistencia cruzada a otros
insecticidas organofosforados y pire-
troides, respectivamente (Couso-Fe-
rrery col., 2011; Arouriy col., 2015).
Hasta la fecha, las poblaciones de
campo analizadas siguen siendo al-
tamente susceptibles a la concentra-
cién de spinosad aplicada en campo,
aungue se ha seleccionado una po-
blacién altamente resistente a este
insecticida en laboratorio (Urefa y
col., manuscrito enviado para su pu-
blicacion).
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La aparicién de resistencia junto
con el reducido numero de insecti-
cidas aprobados para el control de
C. capitata hacen que el repertorio
de insecticidas efectivos contra esta
plaga sea muy limitado. En este con-
texto, la elucidacion de los mecanis-
mos de resistencia y el desarrollo de
herramientas de diagnoéstico Utiles
para un monitoreo rapido y precoz,
permitirian implementar estrategias
proactivas de manejo de la resisten-
cia (Figura 1) que permitan mante-
ner la efectividad de estos insectici-
das (Vontas y col., 2011).

Bases moleculares de la
resistencia a insecticidas en
C. capitata y diagnostico
de alelos de resistencia en
poblaciones de campo

Para estudiar los mecanismos mo-
leculares de resistencia hemos se-
leccionado, a partir de individuos

recogidos en poblaciones de cam-
po, lineas de laboratorio resistentes
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a malation (W-4Km), lambda-ci-
halotrina (W-1KA) y spinosad (JW-
100s). La resistencia a malation es
semi-dominante y estd asociada a
(i) la mutacion G328A en el gen de
la acetilcolinesterasa, (i) una dupli-
cacién de este gen (con una de las
copias portando la mutacién G328A
y la otra copia no mutada), y a (iii)
resistencia metabdlica mediada por
aliesterasas (Magafa y col., 2008,
Couso-Ferrer, 2012). La resistencia
a lambda-cihalotrina es un proceso
metabolico mediado por enzimas
de detoxificacién citocromo P450
(CYP450), habiéndose determinado
la sobreexpresion del gen CYP6AS1
en la linea W-1KA como una posible
causa de la resistencia (Arouri y col.,
2015). No obstante, la resistencia a
lambda-cihalotrina aiin encierra mu-
chos interrogantes sobre otros genes
CYP implicados y el modo en que se
regula su expresion. La resistencia a
spinosad es monogénica recesiva y
estd vinculada a mutaciones puntua-
les que originan codones de termi-
nacion prematuros en el gen de la
subunidad a6 del receptor nicotinico
de acetilcolina (NAChR a6) (Urefa y
col., manuscrito enviado para su pu-
blicacion).

El conocimiento de los mecanismos
de resistencia es de gran relevancia
para el desarrollo de marcadores
moleculares de diagndéstico que faci-
liten el seguimiento de la frecuencia
de alelos de resistencia en poblacio-
nes de campo, optimizando de este
modo su manejo. Se han desarro-
llado marcadores de resistencia a
malatiéon (Couso-Ferrer, 2012) que
permiten monitorizar la presencia
de la mutacion G328A y de la du-
plicacion en poblaciones de campo.
De este modo hemos podido deter-
minar que los alelos de resistencia
estaban ampliamente distribuidos
por toda Espafia durante el perio-
do 2004-2009 en que malation fue
utilizado (Couso-Ferrer, 2012) y que,
aunque su frecuencia se ha reducido
considerablemente desde su retirada
en 2009, en la actualidad se siguen
encontrando en campo individuos
portadores de alelos de resistencia
(Arouri, 2013; datos no publicados).
En este escenario en el que los geno-
tipos de resistencia permanecen en
el campo a frecuencias moderadas,
la resistencia podria seleccionarse
de nuevo rapidamente si malation
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Figura 2. Disefo para el estudio de la herencia y mapeo genético de la resistencia de Ceratitis capitata a
lambda-cihalotrina, utilizando las lineas W-1KA (resistente) y C (susceptible).
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Figura 3. Simulacion en laboratorio de cuatro estrategias (T1-T4) de manejo de la resistencia de Ceratitis

capitata.

u otros insecticidas con los que pre-
sente resistencia cruzada, como fos-
met (Couso-Ferrer y col., 2011), se
utilizaran sin una estrategia apropia-
da de manejo. También se han dise-
fiado marcadores para la deteccién
de las mutaciones asociadas a la re-
sistencia a spinosad y, hasta la fecha,
ninguna de ellas ha sido hallada en
las poblaciones de campo analizadas
(Urefa y col., manuscrito enviado
para su publicacién).
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Deteccion y manejo de
la resistencia a
lambda-cihalotrina

En lo que respecta a la resistencia a
lambda-cihalotrina, actualmente es-
tamos trabajando en el estudio de
su tipo de herencia y en el desarrollo
de un marcador eficaz y fiable que
permita su seguimiento en poblacio-
nes de campo. Asimismo, mediante
simulaciones en laboratorio estamos
ensayando distintos escenarios de



tratamientos con este insecticida
para determinar cual resultaria mas
eficaz para el manejo de la resisten-
cia. El objetivo de estos estudios es
generar conocimientos y herramien-
tas que permitan el seguimiento y
manejo de la resistencia en campo,
facilitando asi el control de la plaga.

Herencia de la resistencia

Determinar el grado de dominancia
de los alelos de resistencia es impor-
tante para predecir el modo en el
que evolucionaran las poblaciones
de una plaga en presencia o ausen-
cia de presién de seleccion (Sayyed y
col., 2005), lo cual permitird adoptar
estrategias efectivas para el mane-
jo de la resistencia. Para conocer el
modo en el que se hereda la resis-
tencia a lambda-cihalotrina se utili-
zaron como parentales adultos de la
linea resistente W-1KA y la suscep-
tible de laboratorio C (Figura 2). Se
realizaron cruces reciprocos (hem-
bra W-1KA x macho C y hembra C
x macho W-1K)\) para obtener las
correspondientes generaciones Fla
y F1b, y la progenie de ambos cruces
se mantuvo sin presion de seleccion
y se cruzaron entre si para producir
la generacion F2. La F1, a su vez, se
retrocruzé con el parental suscepti-
ble (C). Para determinar la suscepti-
bilidad a lambda-cihalotrina se lleva-
ron a cabo bioensayos de ingestion
en todas las generaciones utilizando
distintas concentraciones de insecti-
cida en la dieta con cuatro réplicas
biologicas de 15 individuos por cada
concentracion, siguiendo la metodo-
logia estandar (Arouri y col., 2015).
La mortalidad fue evaluada a las
48 horas y los valores obtenidos se
analizaron mediante analisis Probit
para el célculo de las concentracio-
nes letales. Los resultados obtenidos
indicaron que la resistencia a lamb-
da-cihalotrina presenta un tipo de
herencia completamente dominante
y autosdmica y que no se ajusta a un
modelo mendeliano monogénico.

Mapeo genético de la resistencia
para la busqueda de marcadores

En estudios anteriores pudimos asociar
la resistencia a lambda-cihalotrina con
la sobreexpresion del gen CYP6AS51
en la cepa resistente W-1KA (Arouri
y col., 2015). Sin embargo, recien-
temente hemos podido determinar

Ceratitis capitata sobre placa de pruebas.
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gue existe una enorme variabilidad
en la expresion de éste y otros genes
CYP450, tanto en la cepa resistente
como en la susceptible, lo que sugiere
que otros de estos genes pudieran es-
tar también implicados. Esta variabili-
dad nos ha hecho descartar la posibili-
dad de utilizar la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa cuantitativa (qQPCR)
sobre este gen como marcador de la
resistencia a lambda-cihalotrina, y por
ello hemos emprendido un nuevo ca-
mino hacia la obtencién de un méto-
do de deteccién mas robusto.

Se ha iniciado un mapeo genético de
la resistencia a partir de individuos
F2 del cruce entre la linea resistente
W-1K\ vy la susceptible C (Figura 2).
Para ello, estos individuos se some-
tieron a una dosis discriminante de
300 ppm de lambda-cihalotrina du-
rante 48 horas y, transcurrido este
tiempo, se seleccionaron 150 al azar

entre los supervivientes al insecticida
y los muertos. Se realizd la extrac-
cion de ADN de estos individuos y
actualmente esta en curso un geno-
tipado por secuenciacion (GBS, de
sus siglas en inglés) que esperamos
nos proporcione marcadores mole-
culares ligados al fenotipo de resis-
tencia. El GBS se esta realizando en
el Centro Nacional de Andlisis Geno-
mico, CNAG (Barcelona), y el analisis
bioinforméatico de las secuencias se
realizard en colaboracion con el Dr.
Joaquin Cafizares (Universitat Poli-
técnica de Valéncia).

Simulacion en laboratorio de
estrategias de manejo de la
resistencia

Con el fin ultimo de optimizar el ma-
nejo de la resistencia, se estan llevan-
do a cabo simulaciones en laborato-
rio de los diferentes escenarios que
podrian ocurrir en campo. En primer
lugar se generd una linea multirre-
sistente a lambda-cihalotrina y a spi-
nosad mediante cruces reciprocos
de individuos de las lineas de labora-
torio resistentes W-1KA y JW-100s,
ya que no existe resistencia cruzada
entre ellos y son los més utilizados
actualmente para el control de C
capitata. Una vez obtenida, la linea
multirresistente se dividié en cuatro
grupos que siguieron distintos tra-
tamientos durante las siguientes 10
generaciones. La linea T1 se some-
ti6 en cada generacién a 100 ppm
de spinosad, T2 alterno tres genera-
ciones consecutivas de 100 ppm de
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spinosad con una generaciéon de 125
ppm de lambda-cihalotrina, T3 com-
biné dos generaciones de 100 ppm
de spinosad con dos generaciones
de 125 ppm de lambda-cihalotrina,
y T4 no recibidé ningun tratamiento
insecticida (Figura 3). El estudio de la
evolucién de los niveles de resisten-
cia en las cuatro lineas se realizé me-
diante bioensayos de ingestién con
lambda-cihalotrina cada dos gene-
raciones, utilizando la metodologia
descrita anteriormente.

Los resultados obtenidos mostraron
como la resistencia a lambda-ciha-
lotrina desciende a niveles basales
después de tres generaciones sin
estar expuesta a ningln insecticida
(linea T4) o cuando se trata todas
las generaciones con spinosad (linea
T1). En cambio, la susceptibilidad

flucta cuando lambda-cihalotrina
se usa alternandose con spinosad en
funcién del tratamiento recibido en
cada ocasion: aumentando tras cada
tratamiento de seleccion con lamb-
da-cihalotrina, y volviendo a bajar al
tratar con spinosad (lineas T2 y T3).
La dindmica observada es compati-
ble con la herencia de tipo dominan-
te determinada para la resistencia a
lambda-cihalotrina, pues en presen-
cia del insecticida los individuos he-
terocigotos resistentes sobrevivirian
y se reproducirian, transmitiendo réa-
pidamente la resistencia a la descen-
dencia, mientras que en ausencia de
insecticida los heterocigotos al cru-
zarse generarfan individuos suscep-
tibles. Estos resultados sugieren que
la rotacion de lambda-cihalotrina
con spinosad podria ayudar en gran

medida al manejo de la resistencia a
lambda-cihalotrina, ya que reduce la
presion de seleccion a lo largo de las
generaciones y con ello disminuye la
probabilidad de fijar alelos de resis-
tencia.
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