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By Trialeurodes vaporariorum (Westwood) a Thiamethoxam

Susceptibility of Females and Males of Bemisia tabaci (Gennadius) B-Biotype
and Trialeurodes vaporariorum (Westwood) to Thiamethoxam

Candelario Santillén-Ortega1, J. Concepcién Rodrl'guez-MacieIZ*, José Lopez-
Collados®, Ovidio Diaz-Gomez*, Angel Lagunes-Tejeda?, José L. Carrillo-Martinez?,
Julio S. Bernal®, Agustin Robles-Bermudez’, Sotero Aguilar-Medel®, y Gonzalo
Silva-Aguayo’

Resumen. Se ha documentado que existen diferencias en la susceptibilidad de
algunas especies de insectos adultos a diferentes insecticidas segun su sexo, en
los que se indica que los machos han mostrado mayor susceptibilidad que las
hembras. Esto lleva a la necesidad de determinar su sexo antes de realizar el
bioensayo, lo cual es tardado y tedioso, ademas de que la manipulacién puede
afectar negativamente al insecto. También es importante monitorear el desarrollo
de resistencia a neonicotinoides en poblaciones de campo del grupo conocido
como “mosquita blanca.” Generalmente estos estudios se basan en la exposicién
de adultos a estos téxicos. El objetivo fue relacionar la respuesta a thiamethoxam
con el sexo en poblaciones susceptibles de Bemisia tabaci (Genn.) Biotipo-B y
Trialeurodes vaporariorum (West.). Adultos de cinco dias de edad, ya sea
hembras, machos o una mezcla de hembras y machos (80:20) se utilizaron para
determinar las lineas log dosis-Probit a dicho insecticida. En B. tabaci, la CLsg vario
de 1.4 mg [IA] L™"a 2.8 mg vy la respuesta relativa (RRso) de 1.0 a 2.0X. La CLgs
vario de 12.3 a 16.7 mg y los valores de RRgs fluctuaron de 0.8 a 1.0X. En T.
vaporariorum, la CLsp oscilé entre 14.2 a 30.3 mg vy el valor de RRs5 present6é un
rango entre 1.0 y 2.1X. La CLgs varié de 180.4 a 314.0 mg vy el valor de RRgs lo
hizo de 1.0 a 1.7X. Para ambas especies, no se encontraron diferencias entre el
sexo del insecto y la susceptibilidad a thiamethoxam. Por lo tanto, para realizar
bioensayos con thiamethoxam en estas especies, el uso de un sexo o de otro es
irrelevante.
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Abstract. Differences in susceptibility to insecticides based on adult insect sex
indicate that males are more susceptible than females. Hence, it may be necessary
to sex the insects before a bioassay is conducted, but this activity is tedious, takes
time, and this manipulation might cause harm to the insects. Monitoring the
evolution of resistance to the neonicotinoid insecticides in field whitefly populations
is important and usually based on adult exposure to these toxicants. The aim of this
study was to correlate the susceptibility to thiamethoxam with sex in susceptible
populations of Bemisia tabaci (Genn.) B-Biotype and Trialeurodes vaporariorum
(West.). Five-day-old males, females, and a mixture of female and male (80:20)
adults were evaluated to determine log doses-Probit lines for this insecticide. In B.
tabaci, the CLsg ranged of 1.4 mg [IA] L"t0 2.8 mg and the relative proportion RRsg
ranged from 1.0 to 2x. The CLgs ranged from 12.3 to 16.7 mg and the RRgs values
varied from 0.8 to 1.0x. In T. vaporariorum, the CLs, fluctuated from 14.2 to 30.3
mg and the value of RRs between 1.0 and 2.1x. The CLgs ranged of 180.4 to 314.0
mg and the RRgs from 1.0 to 1.7x. In both species, no differences were found
between insect sex and susceptibility to thiemathoxam. Hence, to conduct
bioassays with thiamethoxam on these species, the use of one sex or the other is
irrelevant.

Introduccioén

Las mosquitas blancas son insectos que ocasionan pérdidas de relevancia
econdémica en los cultivos agricolas (Perring et al. 1993, Jimenez et al. 1994). De
entre las mosquitas blancas, Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera:
Aleyrodidae) es una plaga de mucha importancia en invernaderos debido a que,
por superposicion de ciclos, afecta a los cultivos durante todo el afio (Sanderson y
Roush 1992). Por su parte, Bemisia tabaci (Gennadius) Biotipo B (Hemiptera:
Aleyrodidae), es una seria plaga a nivel mundial en hortalizas y cultivos de fibra y
su impacto se ha incrementado a partir de la década de los ochenta (Costa y Brown
1991).

La severidad del ataque de estos insectos depende, entre otros factores, de
la temperatura, humedad relativa (Eichelkraut y Cardona 1989) y susceptibilidad del
hospedero. El dafio que producen es tanto de tipo directo como indirecto. El
directo consiste en succionar savia reduciendo el vigor de la planta mientras que el
indirecto se debe a la producciéon de una mielecilla sobre la cual se desarrollan
hongos, comunmente denominados fumagina, que interfieren con la actividad
fotosintética y deterioran la calidad comercial de los frutos en tomate y otros
vegetales (Van Lenteren y Noldus 1990). Ademas, las mosquitas blancas también
son vectores de algunos virus (Asiatico y Zoebisch 1992).

Ambos insectos tienen un amplio rango de hospederos; B. tabaci afecta a
mas de 300 especies de plantas pertenecientes a 63 familias botanicas; mientras
que T. vaporariorum se encuentra asociada a mas de 250 especies de plantas de
82 familias botanicas (Mound y Halsey 1978). Por ultimo, las mosquitas blancas
tienen una gran capacidad para desarrollar resistencia a insecticidas (Rauch y
Nauen 2003), lo cual agrava aun mas su impacto en cultivos agricolas e
invernadero. Segin la  Arthropod pesticide resistance database
(www.pesticideresistance.org), B. tabaci cuenta con 352 registros de resistencia a
43 insecticidas convencionales, dentro de los que se encuentra thiametoxam
(Elbert y Nauen 2000, Nauen et al. 2002, Ishaaya et al. 2003, Horowitz et al. 2004,
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Feng et al. 2010, Schuster et al. 2010, Wang et al. 2010). En el caso de T.
vaporariorum se han reportado 95 casos de resistencia, a 23 insecticidas, de los
cuales dos corresponden a thiametoxam (Karatolos et al. 2010). Los
neonicotinoides constituyen un grupo de insecticidas efectivo para el control de
mosquitas blancas y entre éstos destaca thiamethoxam que ha registrado alta
efectividad bioldgica tanto en campo como en invernadero (Zhang et al. 2011).

En la literatura abundan estudios de resistencia a insecticidas en las
diferentes especies que conforman el complejo “mosquita blanca” (Omer et al.
1992, Prabhaker et al. 1996, Williams et al. 1996, Chao et al. 1997, Anthony et al.
1998). Sin embargo, no existe un criterio unificado respecto al sexo a utilizar. Para
realizar los bioensayos algunos investigadores emplean hembras (Cahill et al.
1996, Elbert et al. 1996, Horowitz et al. 1998) mientras que otros utilizan adultos sin
diferenciar su sexo utilizando por ende en cada repeticion una proporcion no
definida de hembras y machos (Sivasupramanian et al. 1997, Morin et al. 2002,
Riley y Tan 2003). A pesar de todo lo anterior, la influencia del sexo sobre la
susceptibilidad a insecticidas neonicotinoides es poco conocida lo cual tiene un
efecto directo sobre los resultados que pueda arrojar un bioensayo. Por ejemplo,
Carriére (2003) indica que en especies con un sistema genético haplodiploide, los
machos poseen una sola copia del gen que confiere resistencia mientras que las
hembras poseen dos. Esto implica que los machos haploides resistentes son
significativamente mas sensibles a los insecticidas que las hembras homocigotas
diploides resistentes. Por tanto, el realizar un bioensayo sin diferenciar sexos o con
una proporcion desconocida de hembras:machos pude arrojar resultados que no
reflejen el nivel real de susceptibilidad. Por otra parte, Keil et al. (1985) indican que
el estandarizar la edad y sexo de los organismos de prueba reduce
significativamente la variabilidad y especificamente la mortalidad en el testigo.
Ademas estos mismos autores agregan que normalmente los machos presentan
una mayor variacién en su respuesta a los insecticidas que las hembras, lo cual se
refleja en un mayor error estandar de la pendiente en el analisis Probit. Por ultimo,
otros autores indican que también es relevante manejar variables como; instar
(Elhag y Horn 1983), tamario y peso (Sanderson et al. 1989), ya que las ninfas de
mosquita blanca han mostrado ser mas tolerantes a los insecticidas que los adultos
mientras que entre estos ultimos los de mayor tamafio y peso tienden a ser menos
susceptibles al insecticida. Finalmente, tampoco se puede obviar lo sefialado por
Robertson et al. (1995) quienes indican que toda poblacion tiene una variacion
natural inherente, lo que implica que los resultados obtenidos con una generacién
pueden ser significativamente diferentes a los de otra generacién de la misma
poblacién. Por lo tanto, se puede inferir el no considerar todas estas variables
podria implicar la obtencién de resultados poco confiables y por defecto en extraer
conclusiones que reflejen el grado de resistencia que el insecto muestra en campo
o invernadero. El objetivo de esta investigacion consistié en determinar si existe
susceptibilidad diferenciada a thiamethoxam entre machos, hembras y mezcla de
machos y hembras (en una proporcion 80:20) en colonias susceptibles de B. tabaci
y T. vaporariorum colectadas en zonas sin intervencion quimica y mantenidas en
condiciones de laboratorio en un ambiente libre de insecticidas.

Materiales y Métodos

Material Biolégico. Bemisia tabaci biotipo B, presumiblemente, susceptible
a insecticidas, se recolecté en plantas silvestres del area de Chapingo, Estado de
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México, México, en donde se desarrollaban libres de aplicaciones de insecticidas.
Esta poblacion de B. tabaci se ha mantenido, bajo condiciones de laboratorio
durante dos afios sin presion de seleccién. La poblacion de T. vaporariorum se
inicid con una muestra de aproximadamente 800 adultos colectados en el estado
de Jalisco, México, también de plantas silvestres provenientes de zonas sin
intervencion quimica.

Bioensayos. Se uso la metodologia descrita por Cahill et al. (1996), con la
diferencia de que la absorcidon del insecticida fue por hidroponia ya que segun
Williams et al. (1996) la absorcion del insecticida es mas eficiente y representativa
junto con constituir un bioensayo mas rapido y de menor costo. Se emplearon
plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) cv. Canario 107, de 13 a 18 dias
de edad. Las plantulas se retiraron de sus respectivas macetas y las raices se
limpiaron cuidadosamente con agua corriente para eliminar el sustrato restante que
permanecia adherido a éstas. El exceso de humedad se eliminé con papel
absorbente, y la raiz se sumergi6é durante 24 h, en 100 mL de la concentracion de
thiamethoxam a evaluar. Posteriormente, de un foliolo de la planta tratada con un
sacabocados se corté un disco de 38 mm de didametro y se coloco, con la parte
adaxial hacia arriba en una caja Petri (4 cm de diametro) que contenia una capa de
3 mL de agar-agua al 2 %. Como testigos sin tratar se utilizaron discos de foliolos
procedentes de plantas cuya raiz se sumergié en agua destilada por 24 h.

Con la ayuda de un aspirador se colectaron adultos de mosquita blanca de
1-5 dias de edad los que se anestesiaron durante 20 s con un flujo de CO; para
luego ser depositadas en grupos de 30 a 40 individuos en cada disco de hoja
tratada. Transcurridos 15 min, se revisaron dichos individuos y se descartaron
aquellos que hubieran sufrido algun dafo. Posteriormente, las cajas Petri se
invirtieron de tal forma que los discos foliares quedaran con la parte adaxial hacia
abajo y los insectos posados en posicion normal. Los insectos del bioensayo
permanecieron por 72 h expuestos a thiamethoxam a 23 + 3°C, fotoperiodo 16L:80
y HR de 50 (£10)%. Se determiné la mortalidad y el porcentaje de mortalidad en
cada grupo. El criterio fue considerar como muerto, aquel insecto que ante el toque
de un pincel no mostrara actividad o bien que tuviera movimientos descoordinados.

Se hicieron bioensayos con hembras, machos y la mezcla de hembras con
machos que tenia la poblacién al momento del bioensayo que correspondié a una
proporcion de 80:20. Para definir la proporcion de la mezcla de ambos sexos, se
analizaron cuatro muestras de 100 individuos cada una recolectadas al azar. Para
cada bioensayo se realizaron pruebas preliminares escogiéndose, en base a los
resultados, al menos siete concentraciones seriales que cubrian del 0 al 100% de
mortalidad, mas un testigo sin tratar. En total se realizaron cinco repeticiones en
dias diferentes y la mortalidad se corrigié con la ecuaciéon de Abbott (1925).

Anilisis Estadistico. Los datos del bioensayo se procesaron con un
anadlisis Probit (Finney 1971) mediante el software de Raymond (1985). La
respuesta se consideré significativamente diferente cuando sus respectivos limites
fiduciales al 95% de confianza no se ftraslaparon al 50 o 90% de mortalidad
(Robertson y Preisler 1992). Como referencia de comparacién se tomod la
respuesta de los machos a thiamethoxam por lo que la respuesta relativa (RR) se
calculé de la siguiente manera: LCsogs)hembras o mezcla de hembras y machos/
LCsq95) machos (Young-Joon et al. 2004).
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Resultados y Discusion

Bemisia tabaci Biotipo B. A nivel de CLsp, no hubo diferencia significativa
en la respuesta de los tres grupos de individuos fluctuando este valor entre 1.4 y
2.8 mg [IA] L™ (Cuadro 1). Los valores de RRs variaron de 1.0 a 2.0X, los cuales
segun Young-Joon et al (2004) corresponden a ejemplares susceptibles.

A nivel de la CLgs, también se traslaparon los limites fiduciales por lo que
tampoco hubo diferencias entre los grupos evaluados (machos, hembras y mezcla
de machos y hembras), variando la respuesta relativa entre 0.8 a 1.0X (Cuadro 1).
Por ultimo, las pendientes de las lineas Log—dosis Probit variaron de 1.56 (machos)
a 2.14 (mezcla de hembras y machos). Los valores obtenidos para esta especie
son menores a los reportados para poblaciones colectadas en tomate (Solanum
lycopersucum L., Solanaceae) (Da Silva et al. 2009, Feng et al. 2010), tomate de
cascara (Physalis ixocarpa Brot., Solanaceae) (Gutiérrez-Olivares et al. 2007),
Rosal (Rosa sp., Rosaceae) (Ishaaya et al. 2003), y algodonero (Gossypium
hirsutum L., Malvaceae) (Horowitz et al. 2004, Wang et al. 2010), todas clasificadas
como resistentes debido a que presentaron valores de RRsy de hasta 1200X.
También concluyeron que la resistencia de esta especie a thiamethoxam es
inestable de una generacion a otra aunque segun Feng et al. (2010) ante una
presion constante la RRso se incrementa de 1 en la F1 a 9.62, 19.0, 25.6 y 66.3 en
la generaciones 17, 28, 30, y 33 respectivamente. Por ultimo, Da Silva et al. (2009)
indican que la metodologia utilizada, también en el presente reporte, constituye un
buen método de diagndstico para establecer la susceptibilidad de la poblacién.

Trialurodes vaporariorum. En esta especie la CLs vario de 14.2 a 26.1 mg
sin diferencia entre grupos, dado que sus limites fiduciales se traslaparon. Los
valores de RRsg fluctuaron de 1.0 a 2.1X encontrandose todos en el intervalo
correspondiente a una poblacion susceptible (Young-Joon et al. 2004). La Clgs
oscilé de 180.4 a 314.0 mg pero nuevamente se traslaparon los limites fiduciales al
95% indicando que no se presentaron diferencias (Cuadro 2).

La RRgs vari6 de 1.0 (machos) a 1.7X (hembras) manteniéndose en la
clasificacion de susceptible (Young-Joon et al. 2004). Las pendientes de las lineas
Log-dosis Probit mostraron valores entre 1.49 (machos) a 1.90 (mezcla de machos
y hembras). La RRsy obtenida es menor a las reportadas por Nauen et al. (2002) y
Karatolos et al. (2010) quienes clasificaron como resistentes a poblaciones con
RRso superiores a 20. Ademas, Sanderson y Roush (1992) evaluaron la
susceptibilidad de hembras y machos de esta especie al organofosforado diclorvés
y a los piretroides resmetrina y bifentrina, encontrando que la respuesta relativa
entre sexos fue de 2.2, 2.2, y 1.7X, respectivamente, valores similares a los
obtenidos en la presente investigacion.

En términos generales, tanto a nivel de ClLsg como de ClLgs, no hubo
diferencias entre los grupos evaluados. Esta tendencia concuerda con Sanderson
y Roush (1992) quienes encontraron que los machos de T. vaporiarorum,
mostraron ser doblemente susceptibles que las hembras a diclorvos, resmetrina y
bifentrina. Ademas, estos mismos autores sefalan que el uso de una mezcla de
hembras y machos en una proporcion 57.5:42.5 presenta una respuesta similar a
las hembras y machos individualmente. Sanderson et al. (1989) obtuvieron la
misma tendencia al mezclar sexos en adultos del minador Liriomyza trifolii (Burges)
(Diptera: Agromyzidae), concluyendo que la respuesta es mas homogénea que
utilizando sélo machos y similar a la de las hembras, debido a que al combinarse la
mortalidad de ambos sexos se reduce el error estandar de la pendiente de la
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regresion dosis-mortalidad. Lo cual, agregan, probablemente se debe a que por
contar con mas insectos se puede aumentar el nimero de repeticiones. Estos
autores concluyeron que la mortalidad esta relacionada tanto con el sexo como con
el tamafio y la edad de los insectos ya que los machos de L. ftrifolii son mas
sensibles que las hembras pero independiente del sexo los insectos de menor
tamafo, peso o mayor edad son mas susceptibles.

Horowitz et al. (1988) indican que las hembras de B. tabaci resultaron ser 20
veces menos susceptibles a permetrina, cipermetrina, sulprofos, y metil-paration
que los machos, junto con que el uso de un sinergista inhibidor de las esterasas fue
mas efectivo en las hembras que en los machos. Usualmente, los machos son
mas sensibles a los insecticidas que las hembras (Busvine 1971, Sanderson et al.
1989), y esto se debe, entre otros motivos, a que por ser mas pequefios (Byrne y
Bellows 1991), presentan un menor peso lo que segun Matthews (1984) los hace
mas susceptibles a las sustancias toxicas. Ademas, muchos machos no se
alimentan, lo cual también les confiere una mayor susceptibilidad ya que su ‘poof
enzimatico es muy pobre lo que hace que las posibilidades de destoxificar un
compuesto xenobidtico sean aun mas bajas (Silva et al. 2003).

Cuando se realizan bioensayos sin diferenciar sexos, generalmente no se
hacen estimaciones de la proporcidon en que éstos se encuentran en la poblacion
(van Lenteren y Noldus 1990, Byrne y Bellows 1991), lo cual puede hacer que el
error experimental aumente al no ser todas las repeticiones exactamente iguales
(Robertson et al.1995). En la presente investigacion, la proporcion sexual natural
observada de hembras y machos fue en una relacion de 80:20, la cual segun van
Lenteren y Noldus (1990) es una de las de mayor frecuencia en campo. Ademas,
la proporcion de machos en relacion a hembras normalmente es menor (van
Lenteren y Noldus 1990), existiendo incluso algunas especies de homépteros como
Eriosoma lanigerum (Hausmann) (Hemiptera: Eriosomatidae) en que no se conoce
el macho (Blackman y Eastop 2000). Desde el punto de vista del manejo de la
resistencia esto es de suma relevancia ya que Elhag y Horn (1984) sefialan que en
una poblacion resistente, la aplicaciéon de un insecticida eliminara mas machos que
hembras y considerando que B. tabaci y T. vaporariorum son “arrenotoquicas”,
segun Horowitz et al. (1988), la produccion de hembras haploides en un ambiente
con alta intervencion quimica puede acelerar el desarrollo de resistencia.
Especificamente Tan et al. (1996) indican que la resistencia a insecticidas en
mosquitas blancas es heredada de una generacion a otra por las hembras mas que
por los machos.

Por dltimo, para realizar los bioensayos solo con hembras se requiere de
invertir mas tiempo, debido a que los sexos se tienen que separar manualmente y
el manejo de los especimenes es delicado. Pero en base a los resultados del
presente trabajo y para el rango de edad evaluado (uno a cinco dias), la respuesta
a thiamethoxam es similar en machos y hembras por lo que el realizar bioensayos
con thiamethoxam con adultos de B. tabaci o T. vaporariorum sin diferenciacion de
sexos no implica un aumento significativo del error experimental.

Conclusion

Machos, hembras y mezcla de machos con hembras (80:20) de uno a cinco
dias de edad de Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci Biotipo B, no
presentan diferencias en la susceptibilidad a thiamethoxam. Por lo tanto, el no
diferenciar sexos al realizar bioensayos con estas especies, no aumenta el error
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experimental de manera significativa produciendo resultados representativos de la
susceptibilidad al insecticida evaluado.
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