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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para evitar o reducir la resistencia de insectos a insecticidas

La presente invencion se refiere a un método para prevenir o reducir la resistencia de una plaga a un pesticida y a
formulaciones para uso en tal método. En particular, la invencion se refiere a resistencia a insecticidas y a
composiciones insecticidas.

Hay varias definiciones de resistencia a insecticidas, que a menudo reflejan el interés del cientifico que lleva a cabo
la definicion, en lugar del fenémeno mismo. La Organizacion Mundial de la Salud ha definido la resistencia como “el
desarrollo de una capacidad en una cepa de insectos para tolerar dosis de producto tdxico que serian letales para la
mayoria de individuos en una poblacién normal de la misma especie”. La resistencia a los plaguicidas va a ser por lo
tanto similarmente interpretada, aunque las principales plagas tratadas aqui son insectos.

La resistencia a los insecticidas se ha generalizado mas progresivamente desde que se registrd primero
cientificamente en 1914. Alrededor de 500 insectos y especies de acaros muestran ahora tolerancia a los pesticidas,
y la resistencia a los pesticidas se ha vuelto una seria amenaza para el éxito futuro de la represion de plagas usando
productos quimicos.

Hay tres mecanismos principales por los que puede ocurrir la resistencia: penetracion reducida de la plaga por el
plaguicida; metabolismo del insecticida (dando como resultando la destoxificacion); e insensibilidad del lugar
objetivo. Estos mecanismos de resistencia pueden existir individualmente en un insecto, pero se encuentran a
menudo en combinacién en la que la resistencia total ofrecida es sustancialmente mas alta; esta situacién se
denomina “resistencia multifactorial”.

Muchos insectos poseen sistemas de destoxificacion, que evolucionaron originalmente para proteger al insecto de
toxinas naturales en el medio. El metabolismo del insecticida puede ocurrir antes de que llegue al lugar objetivo
cuando se pone en contacto con las enzimas destoxificantes que lo convierten en menos téxico o mas facilmente
excretado, o ambas. Los sistemas enzimaticos mas importantes implicados en la resistencia a los insecticidas
incluyen los grupos a) oxidasas de funcién mixta, b) glutation S-transferasas y c) esterasas. Se ha encontrado
resistencia, que es el resultado de la actividad mejorada de uno o més de estos grupos de enzimas, en varias
especies de insectos.

Los sistemas enzimaticos de destoxificantes de insectos se pueden estudiar in vivo por bioensayos convencionales,
0 in vitro por ensayos bioquimicos. En los bioensayos convencionales, hay un empleo ampliamente extendido de
compuestos sinérgicos tales como DEF (fosforotioato de S,S,S-tributilo) y TPP (fosfato de O,0,O-trifenilo). Estos son
compuestos que mejoran significativamente la toxicidad de un insecticida, aunque pueden ser virtualmente no
toxicos cuando se emplean solos. Los insecticidas sinérgicos actlan inhibiendo enzimas metabdlicas. Las
diferencias de mortalidad en un bioensayo, usando un plaguicida en presencia o ausencia de un compuesto
sinérgico, deben indicar si una supuesta enzima metabdlica esta implicada en la resistencia. Sin embargo, se debe
tener precaucién cuando se usan compuestos sinérgicos; muy a menudo el producto quimico no es completamente
especifico de la enzima que se estd examinando, y puede ser dificil evaluar su posible efecto en otros sistemas
bioldgicos.

Las esterasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de un enlace éster. Los insecticidas de organofosfato,
carbamato y la mayoria de los piretroides contienen enlaces éster y en algunos casos son sensibles a la hidrolisis
por esterasas.

Las esterasas pueden actuar secuestrando toxinas para el insecto o hidrolizando las toxinas. Por lo tanto la
resistencia a insecticidas puede ser el resultado de cambios cuantitativos o cualitativos en carboxilesterasas o una
combinacién de los dos. Los cambios cualitativos podrian conferir a la enzima la capacidad de hidrolizar ésteres
insecticidas en un porcentaje significativo, pero pueden o no pueden afectar a la actividad de la esterasa respecto a
los substratos modelo. Sin un cambio cualitativo, puede ocurrir adn resistencia por cambios cuantitativos que son el
resultado de un procedimiento de amplificacion génica. Esto conduce a la produccién de una mayor cantidad de la
misma esterasa, que secuestra el insecticida, dando como resultado la resistencia. Ocasionalmente, la esterasa
puede ser tanto alterada como amplificada.

El butéxido de piperonilo (PB o PBO) se ha usado extensamente como “mezcla de depdsito”, tanto como excipiente
debido a sus propiedades detergentes/tensioactivas como debido a la riqueza de bibliografia que describe su
capacidad para inhibir enzimas metabdlicas oxidantes (oxidasas de funcién mixta). Hemos mostrado que ciertas
esterasas no especificas implicadas en la resistencia a insecticidas son parcialmente inhibidas por concentraciones
micromolares de butédxido de piperonilo (IUPAC, London 1998).

En Australian Helicoverpa armigera (Hibner), hasta el 70% de la actividad de las esterasas relacionadas con la
resistencia a piretroides fue inhibida por butéxido de piperonilo 10®° M, tanto en homogenatos de insectos resistentes
como en un extracto de esterasa parcialmente purificada (Gunning et al in Piperonyl Botoxide, pp. 215-225,
Academic Press (1998)).
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También se realizaron estudios en esterasas del afido del algodon, Aphis gossypii (Glover) y el afido del melocoton-
patata, Myzus persicae (Sulzer). El butéxido de piperonilo era capaz de inhibir la actividad de la esterasa de A.
gossypii, pero solo cuando estaba presente en concentraciones nominales de 10* o mayores. La actividad de la
esterasa total se redujo tipicamente al 50% en 30 minutos. Este efecto no es simplemente una consecuencia del
efecto fisico-quimico que implica al substrato, dado que las esterasas presentes en M. persicae directamente
implicadas en la resistencia a insecticidas no fueron inhibidas cuando se incubaron con concentraciones mM de
butéxido de piperonilo durante 40 minutos.

Gunning et al. (1998) por lo tanto propusieron el uso de un compuesto sinérgico o inhibidor de la esterasa tal como
PBO simultdneamente en una mezcla de depdsito con un insecticida tal como un piretroide para mejorar la eficacia
del insecticida en el campo. Ademas, los datos obtenidos por Gunning et al (Pest Biochem & Physiol 63, 50-62
(1999)) revelaron un significativo sinergismo con los piretroides por organofosfatos; en estudios previos, los
trabajadores en el campo no observaron este efecto, sin duda porque el periodo de pretratamiento usado en tales
estudios (profenofos y DEF) nunca excedia de 30 minutos, que es un periodo demasiado corto para que tal efecto
sea evidente.

De este modo, en algunos casos en los que se confiere resistencia por enzimas estéricas, se podria afiadir PBO o
analogo de PBO que actla similarmente, tal como una de sus variantes estable a UV, para inhibir las esterasas
durante un periodo de tiempo previo a la adicién de un insecticida convencional. Este necesitaria normalmente una
segunda aplicacion de insecticida, es decir un pretratamiento con un inhibidor de enzima metabdlica previamente a
la pulverizacion del insecticida, que no es una proposicion econdémica comparada con una sola aplicacion, por
ejemplo, de la mezcla de depésito .

La presente invencion resuelve el problema de la aplicacion mudltiple proponiendo que, si un insecticida se
microencapsulara o si no se administrara en una formulacion de desprendimiento no inmediato y el PBO u otro
inhibidor de la esterasa no, entonces seria suficiente una sola aplicacion. EI PBO comenzaria a actuar
inmediatamente sobre las esterasas y, después de un periodo dado, se romperia la microencapsulacion y
desprenderia el insecticida convencional. Para entonces, las enzimas asociadas a la resistencia estarian inhibidas, y
de este modo superado el mecanismo de resistencia.

Se conocen varias formulaciones que implican tanto un compuesto sinérgico, tal como PBO, como un insecticida tal
como un piretroide.

La memoria descriptiva de patente europea no. 233 184 se refiere al uso de un plaguicida microencapsulado y un
plaguicida no microencapsulado, en la que los dos plaguicidas son preferentemente el mismo, por ejemplo,
permetrina. La memoria descriptiva de patente europea no. 427 991 describe una mezcla de un plaguicida de
organofosforo microencapsulado y/o carbamato con una fase fluidizable que comprende un plaguicida piretroide.
Ambas memorias descriptivas sugieren el uso de la formulacion para la accion combinada de derribar-matar, como
lo hace la memoria descriptiva de patente alemana no. 2411 373, que describe una formulacion parcialmente
microencapsulada de un piretroide, que contiene opcionalmente un compuesto sinérgico.

Sin embargo, ninguna de estas formulaciones se refiere a uno apropiado para los propdsitos de esta invencion, a
saber, para reducir o prevenir la resistencia a plaguicidas permitiendo que un inhibidor de esterasa se ponga en
contacto con la plaga primero, seguido del plaguicida, en una sola aplicacion.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un método para prevenir o reducir la resistencia a un plaguicida
por una plaga, método que comprende la administracion al cultivo, otro substrato o la plaga de una composicién que
comprende:

(a)una formulacion de desprendimiento rapido de un inhibidor de un factor que provoca o contribuye a la resistencia
de la plaga al plaguicida; y, sustancial y simultaneamente,

(b)un plaguicida encapsulado en una capsula degradable.

Ademas, la presente invencion proporciona una composicion, apropiada para su uso en tal método, composicion que
comprende:

(a)una formulacion de desprendimiento rapido de un inhibidor de un factor que provoca o contribuye a la resistencia
de la plaga al plaguicida en donde la formulacion de desprendimiento rapido se selecciona del grupo que consiste en
polvos humedecibles, granulos, concentrados emulsionables y formulaciones de ultra bajo volumen a las que se
puede afadir agua para formar una emulsién o una suspension; vy,

(b) un plaguicida encapsulado en una capsula degradable.

Preferentemente, la formulacién de desprendimiento rapido y la formulacion de desprendimiento sostenido estan
comprendidas en la composicion en una mezcla fisica. Sin embargo, las formulaciones (a) y (b) se pueden
administrar separadamente. Por “sustancial y simultaneamente” aqui se entiende que las formulaciones se ponen en
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contacto con el substrato y/o la plaga aproximadamente al mismo tiempo, evitando la necesidad de volver a visitar el
lugar del substrato y/o plaga para aplicar la segunda de las dos formulaciones. Ambas formulaciones se pondrian
por ello en contacto con el substrato y/o la plaga con una diferencia del orden de segundos, preferentemente de 10
segundos y mas preferentemente, de uno o dos segundos, en lugar de del orden de minutos o mas.
Preferentemente, las formulaciones (a) y (b) se administran simultdneamente.

Preferentemente, la formulacion de desprendimiento rapido, que comprende PBO u otro inhibidor de enzima
metabdlica, esta en la forma de un concentrado emulsionable. Se apreciara que el inhibidor de enzima preferido, o
combinacién de inhibidores de enzimas, se seleccionard en base a que compuesto o compuestos plaguicidas se
esta empleando contra una plaga especifica.

El plaguicida encapsulado en una capsula degradable previene que una dosis efectiva del plaguicida se desprenda o
entre en contacto efectivo con la plaga o su objetivo en la plaga hasta que el inhibidor de esterasa, o inhibidor de
otro factor que provoca o contribuye a la resistencia al plaguicida, ha comenzado por lo menos su efecto inhibidor en
su objetivo en la plaga. Apropiadamente, la encapsulacion previene el desprendimiento del plaguicida o su contacto
con la plaga o el substrato durante por lo menos 30 minutos después de la aplicacion de la composicion. El
plaguicida encapsulado en una capsula degradable preferentemente comprende tecnologia de microencapsulacion.
Uno de tales ejemplos de una pulverizacion superficial que encapsula un insecticida piretroide es Karate Zeon
[marca registrada] (lambda-cihalotrina). El tiempo 6ptimo de retraso para el desprendimiento del plaguicida se
determinara por varios factores y requerira experimentacion para determinar el perfil de tiempo/respuesta del (de los)
inhibidor(es) seleccionado(s). Una formulacién de no desprendimiento que corresponde a este perfil se
seleccionaré/desarrollara a continuacion.

Las formulaciones de microencapsulacién apropiadas incluyen aquellas analogas a las descritas en las
anteriormente mencionadas memorias descriptivas de patente alemana pero adaptadas para microencapsular el
insecticida (por ejemplo, piretroide) y no el inhibidor de enzima metabdlica (por ejemplo, inhibidor de esterasa, por
ejemplo, PBO).

El plaguicida mismo es apropiadamente cualquiera que sea capaz de actuar como tal y al cual ha sido identificada
resistencia entre la plaga, o alguna de las plagas contra las que es de otro modo activo. Los ejemplos de plaguicidas
apropiados que pueden comprender los ingredientes activos del componente (b) de la composicién por lo tanto
incluyen piretroides, organofosfatos y carbamatos. Preferentemente, el plaguicida es un piretroide, tal como
fenvalerato, s-fenvalerato, cipermetrina (tanto la forma alfa como la zeta), bifentrina, deltametina y beta-ciflutrina. Se
apreciara que se descubren de vez en cuando nuevos plaguicidas y nuevas clases de plaguicida, y que con el
tiempo se puede desarrollar resistencia a los plaguicidas. Se pretende que los principios de esta invencion, y los
presentes conceptos de invencion, se pueden aplicar a una amplia variedad de plaguicidas, tanto conocidos como
aun por descubrir, donde y cuando se identifique resistencia.

El componente (b) por lo tanto comprende preferentemente una cantidad equivalente a una dosis estandar del
plaguicida. Por ejemplo, en el caso de beta-ciflutrina para actividad plaguicida contra Helicoverpa, una dosis tipica
comprende 8 g/l de un volumen ultra bajo o 25 g/l de una formulacién emulsionable; y para alfa-cipermetrina una
dosis tipica comprende 16 g/l de un volumen ultra bajo o 100 g/l de una formulaciéon emulsionable.

El inhibidor es apropiadamente cualquiera que sea capaz de prevenir o reducir la resistencia de la(s) plaga(s) al
plaguicida. Los inhibidores apropiados por lo tanto incluyen inhibidores de esterasa, inhibidores de oxidasa
microsomal e inhibidores de glutation S-transferasa. Preferentemente, el inhibidor es un inhibidor de esterasa, tal
como PBO, etion, profenobos y dimetoato.

El componente (a) preferentemente comprende una cantidad del inhibidor suficiente para prevenir o reducir la
resistencia de la(s) plaga(s) al plaguicida y dependera del tamafio de la plaga (por ejemplo, una mosca blanca
necesita mucho menos inhibidor que una larva de H. armigera), grado de resistencia mediada por el éster etc., pero
es determinable por los expertos en la técnica.

La(s) plaga(s) contra la(s) que se dirige la composicion de la invencion puede(n) ser cualquiera que se sabe que
ofrece(n) por lo menos alguna resistencia a un plaguicida y que se considera que es necesaria para inhabilitar y/o
matar. Los ejemplos incluyen aquellos que atacan o dafian o si no reducen el valor comercial u otro valor del
substrato, tales como cultivos, particularmente cultivos arables, tales como cultivos de alimentos y materiales que
incluyen algodon. Otras plagas incluyen aquellas que son una molestia o un adversario de otros organismos Vvivos,
incluyendo mamiferos tales como los seres humanos.

Por consiguiente, la(s) plaga(s) puede(n) incluir una o mas de Helicoverpa armigera, Helicoverpa punctigera,
Heliothis virescens, Aphis gossypii, Myzus persicae, P. includens, W. cervinata, Bemisia tabaci y especies de
mosquitos.

A modo de ejemplo, el gusano de la capsula del algodén Helicoverpa armigera y B. tabaci biotipo B (mosca blanca
de la poinsetia o de la hoja plateada) son serias plagas de cultivos en todo el mundo. La resistencia extrema al
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insecticida exacerba la condicion de plaga de estos insectos. Las resistencias a los piretroides y otras resistencias
en H. armigera australiana y B. tabaci biotipo B estan causadas por una sobreproduccion de isoenzimas esterasa
gue secuestran y metabolizan los insecticidas.

Para la administracion al substrato, se puede usar cualquier método conocido en la técnica para la aplicacion de un
plaguicida o similar a un substrato y puede depender de factores tales como el substrato particular (por ejemplo,
cultivo), estado de la plaga objetivo del cultivo y similares. Los ejemplos de tales métodos incluyen pulverizar por
aplicacion aérea o al suelo. Para la administracion a cultivos, particularmente en vastas areas tales como los
campos de algoddn australianos, se prefiere pulverizar una composicién que comprende una suspension o emulsion
de los componentes (a) y (b) en agua, que comprenden opcionalmente también un tensioactivo u otros excipientes
(aunque el PBO mismo puede actuar como tensioactivo) o una composicién de volumen ultra bajo (omitiendo el
agua), suministrada en un recipiente, tal como uno adaptado para ser transportado por avion o, por ejemplo como en
el caso de las pulverizaciones para mosca blanca, por plataforma terrestre (tal como tractor, depdsito o pulverizador
de pluma).

La tasa de administracién de las composiciones segun la invencion estaran de acuerdo con las tasas conocidas o
aprobadas (registradas) de los ingredientes activos de cada una de las formulaciones (a) y (b). Por ejemplo, para H.
armigera, la tasa registrada en Australia para PBO esta en el intervalo de 250-360 g i.a./ha y para un piretroide las
tasas estan en el intervalo de alrededor de 12-80 g i.a./ha.

La presente invencién proporciona por lo tanto adicionalmente:
(a)el uso de una composicion segun la invencién en el tratamiento o prevencion de resistencia a los plaguicidas;

(b)el uso de una composicién segln la invencion en el tratamiento o prevencion del dafio o la destruccion de un
substrato por una plaga;

(c)el uso de una composicién segun la invencion en la represion de plagas; y

(d)un método para preparar una composicién segin la invencién, método que comprende poner en una mezcla
fisica los componentes (a) y (b).

La presente invencion se ilustrard ahora por los siguientes Ejemplos.

Breve descripcién de las Figuras

La invencion se describird ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a las siguientes Figuras en las que:

La Figura 1 muestra el porcentaje de actividad de la esterasa de H. armigera (expresado como % del control +
desviacion estandar) que queda en periodos fijados después de la aplicacién topica de 1 ul de PBO al 1%;

La Figura 2 muestra el porcentaje de actividad de la esterasa de B. tabaci biotipo B (Australiana) (expresado como
% del control + desviacion estdndar) que queda en periodos fijados después de la exposicién a PBO al 0,1%;

La Figura 3 y 4 muestra la comparacion del porcentaje de inhibicion de la esterasa de larvas de H. armigera usando
pretratamiento de PBO, fenfalerato y zeta-cipermetrina;

La Figura 5 muestra la tasa de aparicion de sintomas de envenenamiento de piretroides (a la luz del dia y por la
noche) en larvas de H. armigera de 32 fase susceptibles a piretroide. Las larvas se trataron, por aplicacion topica,
con una dosis discriminante de lambdacihalotrina usando Karate o Karate Zeon;

La Figura 6 muestra la toxicidad, usando un bioensayo de aplicacion topica de Karate EC y Karate Zeon y mezclas
de butoxido de piperonilo (1%) y Karate EC y Karate Zeon para H. armigera de 3° fase susceptibles a piretroides y
resistentes (80 veces resistentes a lambdacihalotrina). Los insecticidas se aplicaron a H. armigera durante la noche
(con luz roja) y los bioensayos se dejaron durante la noche en la oscuridad;

La Figura 7 muestra la toxicidad, usando un bioensayo de inmersién de la hoja, de Karate EC y Karate Zeon y
mezclas de butéxido de piperonilo (1%) y Karate EC y Karate Zeon para B. tabaci nativos adultos susceptibles a
piretroides y B. tabaci biotipo B resistentes (2000 veces resistentes a lambdacihalotrina). Los insecticidas se
aplicaron a B. tabaci durante la noche (con luz roja) y los bioensayos se dejaron durante la noche en la oscuridad;

La Figura 8 muestra la represion en el campo en algodén de H. armigera de 22 fase resistentes a piretroides (80
veces a lambdacihalotrina), usando tasas registradas de Karate Zeon de desprendimiento retrasado y Karate EC de
desprendimiento inmediato, y mezclas de Karate Zeon y Karate EC con PBO. Las barras de error representan las
desviaciones estandar (Las tasas de insecticida aplicado fueron: PBO 320 g i.a./ha, y lambdacihalotrina 15 g i.a./ha);

La Figura 9 muestra la represién en el campo en algodén de adultos de B. tabaci biotipo B resistentes a piretroides,
usando pulverizaciones de tasas registradas de Karate Zeon de desprendimiento retrasado y Karate EC de
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desprendimiento inmediato, y mezclas de Karate Zeon y Karate EC con butéxido de piperonilo. Las barras de error
representan las desviaciones estandar (Las tasas de insecticida aplicado fueron: PBO 320 g i.a./ha, y
lambdacihalotrina 15 g i.a./ha);

EJEMPLOS

Métodos generales y materiales

Se determind la actividad de la esterasa midiendo el porcentaje de hidrdlisis del substrato modelo, acetato de 1-
naftilo, por las carboxilesterasas presentes en insectos resistentes a organofosfato tales como H. armigera, o la
hidrélisis de butirato de 1-naftilo por B. tabacii. Tales hidrolisis dardn como resultado un color amarillo/marrén
caracteristico después de complejarse con FBRR (sal RR azul rapida) con absorbancia a 450 nm, que se mide para
determinar el porcentaje de reaccion. La FBRR (0,6% de disolucion final), se disolvié en pH 6,0, tampon de fosfato
0,2 M, a continuacion se afiadio 1,86% de acetato de 1-naftilo o butirato de 1-naftilo.

Los ensayos cinéticos se realizaron usando un lector de microplaca Bio-Rad 3550 (Bio-Rad Laboratories, UK,
usando software Kinetic Collector 2.0 en un microordenador Mackintosh SE), tomando lecturas de absorbancia a
450 nm automaticamente a intervalos de 14 segundos durante 10 minutos. El porcentaje se calcul6 por el ordenador
en linea como la pendiente de la linea de regresion ajustada, usando un limite de absorbancia de 2,0; las lecturas se
dan en mili-OD (unidad de densidad 6ptica).

Los insecticidas usados eran de grado técnico: fenvalerato (98%, Shell), éster ciano(3-fenoxifenil)metilico de acido
(R-(R*,S*))-4-cloro-a(1-metiletil)bencenoacetico; cipermetrina ((R;S)-alfa-ciano-3-fenoxibencil-(1RS)-cis,trans-3-(2,2-
diclorovinil)-S,S-dimetilciclopropano-carboxilato); y zeta-cipermetrina ((S)-ciano(3-fenoxifenil)-metil(+)-cis-trans-3-
(2,2-dicloroetenil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato) (85%, FMC). El insecticida sinérgico, butéxido de piperonilo
(96% puro, grado técnico), y 800 g/l de formulacion de concentrado emulsionable de este producto quimico
(PBECB80) fueron suministrados por Endura Spa, Bolonia, Italia.

Ejemplo 1: el PBO inhibe esterasas de H. armigera

Los ensayos cinéticos confirmaron que la actividad de la esterasa fue inhibida por el insecticida sinérgico, PBO,
durante un periodo de 24 horas (Figura 1), proporcionando evidencia de que el PBO inhibe las esterasas de H.
armigera. Ademas, los ensayos cinéticos ilustran que la inhibicion de la esterasa por PBO no ocurre inmediatamente
después de la dosificacion, sino que ocurre con maxima inhibicién de la enzima de 3 a 4 horas después (de 70 a
72% de inhibicion de la actividad de la esterasa). Generalmente, las esterasas comienzan a recuperarse
gradualmente hasta que la actividad completa de la esterasa esta presente a las 24 horas. Sin embargo, se debe
advertir que el porcentaje de esterasa del control permanece en menos del 50% entre 2 y 11 horas.

Ejemplo 2: el PBO inhibe esterasas de B. tabaci biotipo B

Los ensayos cinéticos mostraron también que el PBO inhibe las esterasas de B. tabaci biotipo B durante un periodo
de 26 horas. Después de una rapida inhibicion inicial de las esterasas (durante 1 hora), hay una disminucion gradual
hasta una maxima inhibicién de la esterasa (36% del control a 11 horas), previamente a una recuperacion gradual de
la actividad de la esterasa con la actividad completa de la esterasa observada, 30 horas después de la exposicion
inicial a PBO (Figura 2). El porcentaje de actividad del control permanece en menos del 50% entre 7,5y 17 horas y,
en general, las esterasas sufren algun grado de inhibicién entre 1 y 26 horas.

Ejemplo 3: el PBO incrementa la mortalidad por piretroides

Los estudios de sinergia confirmaron que el PBO incrementa la mortalidad por piretroides (Figuras 3 y 4). Estos
implicaron una comparacion de la inhibicién de esterasa (expresada como % del control + desviacion estandar) en
que incurrieron larvas de H. armigera con el tiempo después de la aplicacion tépica de 1 ul de PBO (1%), y el efecto
sobre la mortalidad de larvas resistentes a piretroides cuando se exponen a intervalos de pretratamiento crecientes
de PBO (1 ul, 1% de PBO/larva) antes de la exposicion a fenvalerato (1 pl, 0,125% fenvalerato/larva, Figura 3) y
zeta-cipermetrina (1 ul, 0,01% zeta-cipermetrina/larva, Figura 4). Los efectos eran mas pronunciados con zeta-
cipermetrina. Hay un incremento de mortalidad altamente significativo (p<0,01), hasta que se llega a una meseta
(100% de mortalidad) (4-5 horas para fenvalerato, y 4-10 horas para zeta-cipermetrina); a continuacion, los efectos
sinérgicos decaen. Esta tendencia corresponde a hallazgos previos, en los que las esterasas son inhibidas en un
alto grado (mas del 50% de reduccion de la actividad de la esterasa) entre 4 y 18 horas.

Ejemplo 4: Composicién

Los siguientes ingredientes se pueden mezclar conjuntamente en agua para formar una composicion apropiada para
aplicacion desde tierra o aire en tasas estandar para el piretroide:

Formulacién (a):800 g/l de PBO (formulacién de PBO EC)
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Formulacién (b):250 g/l de Lambdacihalotrina (en la forma de Karate-Zeon (marca comercial)); (Karate-Zeon es 250
g/li.a)

Ejiemplo 5: Estudios de laboratorio con H. armigera

Introduccién

Los bioensayos de laboratorio sobre H. armigera susceptible y resistente a piretroides se realizaron en la oscuridad
para retrasar el desprendimiento de piretroide de microencapsulacién usando Karate Zeon®.

El Karate Zeon® es una formulacién microencapsulada del piretroide lambdacihalotrina y es el Unico insecticida
encapsulado en el mercado de cultivos de campo australianos. Desarrollada para incrementar la seguridad del
operario, esta formulacion proporciona una lambdacihalotrina de desprendimiento retrasado (a la luz del sol después
de mezclar con agua), de aproximadamente 30 minutos. El desprendimiento de los contenidos de la microcapsula es
parcialmente desencadenado por la luz del sol. Un retraso de 30 minutos en el desprendimiento del piretroide es, sin
embargo, insuficiente para permitir la maxima accion sinérgica, necesaria para la represion de insectos resistentes.
Sin embargo, el desprendimiento del piretroide en Karate Zeon®, se puede retrasar mas alla de 30 min reduciendo
las condiciones de luz.

Para demostrar la prueba del concepto de control de la resistencia al insecticida, usando una aplicacién simultanea
de un compuesto sinérgico y un insecticida de desprendimiento retrasado, se usaron Karate Zeon® vy el piretroide de
desprendimiento artificialmente retrasado de encapsulaciéon usando el insecticida en la oscuridad. Sin embargo, la
tecnologia requerida para preparar formulaciones insecticidas de desprendimiento retrasado con un mayor retraso
de tiempo para el desprendimiento es conocida por los expertos en la técnica. De este modo, las técnicas de
microencapsulacion se pueden aplicar y adaptar para dar el deseado retraso de tiempo con un insecticida
especifico.

Métodos generales

Las poblaciones de H. armigera usadas fueron: una cepa susceptible a piretroide y una cepa resistente a piretroide
seleccionada (aproximadamente 80 veces resistente a lambdacihalotrina). Larvas de H. armigera de 32 fase
susceptibles y resistentes a piretroide se trataron con el insecticida sinérgico butdxido de piperonilo (PBO) y dos
formulaciones de lambdacihalotrina. Los insecticidas usados fueron: butéxido de piperonilo (800 g/l i.a.), Karate EC®
(50 g/l i.a.) no encapsulado, Karate Zeon® microencapsulado (250 g/l i.a.). Los insecticidas se diluyeron en serie en
agua. Los insecticidas se aplicaron topicamente a larvas, usando un procedimiento estandar de bioensayo de
Helicoverpa (Gunning et al, 1984). Los experimentos se realizaron a 25°C. La mortalidad se evalué después de 24 h.
Los grupos de control se trataron con agua o PBO y no hubo mortalidad del control. Se representaron las curvas de
mortalidad de dosificacion completa. Los datos se analizaron por analisis probit.

Prueba de retraso del desprendimiento de piretroide en |la oscuridad

Los piretroides son neurotoxinas que afectan al sistema nervioso periférico del insecto y los sintomas de
envenenamiento en H. armigera son bien conocidos, Gunning R.V. (Biossay for detecting pyrethroid nerve
insensitivity in Australian Helicoverpa armigera, Journal of Economic Entomology, 89:816-819, 1996). El tiempo de
retraso de desprendimiento de piretroide se estimé (usando tratamientos de Karate EC y Karate Zeon), registrando
el tiempo hasta la primera aparicion de los sintomas de envenenamiento por piretroides en H. armigera susceptible a
piretroides. Las larvas se trataron con una dosis que se sabe que mata al 100% de larvas de H. armigera
susceptibles, tanto con luz diurna fuerte como en la oscuridad. Se dosificaron tres duplicados de 30 insectos para
cada tratamiento. Las observaciones nocturnas de las larvas se realizaron con luz roja (los insectos no pueden ver la
luz roja).

Los resultados (Figura 5) muestran que los sintomas de envenenamiento se desarrollaron en H. armigera tratada
con Karate EC no encapsulado en aproximadamente 30 minutos, tanto a la luz del dia como en la oscuridad.
Usando Karate Zeon encapsulado, los sintomas de envenenamiento se desarrollaron en aproximadamente una hora
a la luz del dia, mientras que en condiciones de oscuridad se retras6 la aparicion de los sintomas de
envenenamiento hasta 4,5 h. De este modo, el uso de Karate Zeon en la oscuridad retrasé el desprendimiento del
piretroide de su microencapsulacion aproximadamente 3,5 horas.

Bioensayos nocturnos con H. armigera resistente a piretroides

El Karate EC y el Karate Zeon se diluyeron en serie en agua para formar varias concentraciones para bioensayo
(0,005- 10 pg de lambdacihalotrina/ul). Grupos de larvas susceptibles o resistentes a piretroides (n = 30) recibieron
los siguientes tratamientos de insecticida bajo luz roja y se mantuvieron en la oscuridad:

Cepa susceptible

Karate EC, Karate Zeon
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Cepa resistente
Karate, Karate EC + PBO, Karate Zeon, Karate Zeon + PBO. Cada insecto recibié una dosis de 10 png de PBO.

Tratamiento Pendiente LDso (ug/larva) Limites fiduciales Factor de
resistencia

Sus. Karate EC 2,1 0,013 0,008-0,020 -

Sus. Karate Zeon 2,2 0,014 0,008-0,023 -

R. Karate EC 1,3 0,60 0,45-0,87 46

R. Karate Zeon 1,3 0,60 0,45-0,82 46

R. Karate EC+PBO 1,3 0,33 0,25-0,45 25

R. Karate Zeon+PBO 2,1 0,013 0,008-0,02 1

Tabla 1. Andlisis probit de la respuesta de H. armigera susceptible y resistente a piretroide para bioensayos
nocturnos de formulaciones de lambdacihalotrina y butdxido de piperonilo.

Los resultados del bioensayo se muestran en la Tabla 1 y la Figura 6. Las toxicidades del Karate EC y Karate Zeon
para larvas susceptibles no eran significativamente diferentes. Las toxicidades del Karate EC y Karate Zeon para H.
armigera resistentes eran también indistinguibles (factor de resistencia 46 veces). El PBO y Karate Zeon de
resistencia retrasada superaron completamente la resistencia (RF = 1), mientras que el PBO y el Karate EC
redujeron el nivel de resistencia a 25 veces.

Conclusiones

H. armigera tratadas con PBO y Karate Zeon de desprendimiento retrasado se volvieron efectivamente susceptibles
a lambdacihalotrina con la supresiéon completa de la resistencia. El uso nocturno del Karate EC + PBO suprimio
incompletamente la resistencia, enfatizando adicionalmente que, para reprimir los insectos resistentes, es necesario
un retraso entre la aplicacion de PBO vy el piretroide para la éptima inhibicion de la esterasa por PBO.

Ejemplo 6: Estudios de laboratorio con bemisia tabaci biotipo B
Introduccién

Los bioensayos de laboratorio en B. tabaci biotipo B susceptible y resistente a piretroides se realizaron en la
oscuridad para retrasar el desprendimiento de piretroide de la microencapsulacion usando Karate Zeon®.

Métodos generales

Adultos susceptibles a piretroide (B. tabaci nativa del norte de Australia) y de B. tabaci biotipo B resistente
(resistente ~2000 veces a lambdacihalotrina) se trataron con butéxido de piperonilo sinérgico de insecticida
formulado y dos formulaciones de lambdacihalotrina (Karate EC® no encapsulado y Karate Zeon®
microencapsulado). Los insecticidas usados fueron de butéxido de piperonilo 800 g/l de EC (Concentrado
Emulsionable), Karate EC (50 g/l de EC) y Karate Zeon (250 g/l).

La lambdacihalotrina formulada se diluy6 en serie en agua para formar varias concentraciones de ensayo (0,1-10000
ppm de lambdacihalotrina). Se usé una técnica de bioensayo para inmersion de hojas estandar para moscas blancas
adultas (Cahill 1995). Se sumergieron discos de hoja de algod6n en concentraciones de lambdacihalotrina en una
mezcla que contiene PBO al 1%. Las hojas se secaron y colocaron en un lecho de agar en placas petri. Se
afiadieron moscas blancas adultas y se cerraron las placas petri. Se realizaron bioensayos durante la noche a 25°C.
Se realizaron controles sumergidos en agua y en PBO. Se evalud la mortalidad y se corrigié con la mortalidad del
control (que no excedid del 5%). Se representaron las curvas de respuesta de la dosis total y los datos se analizaron
por el andlisis probit.

Resultados

Los datos de mortalidad del ensayo se muestran en la Tabla 2 y la Figura 7. Los datos de B. tabaci susceptibles no
muestran diferencias entre la toxicidad de Karate EC y Karate Zeon. Tampoco hubo diferencias entre la toxicidad de
Karate EC y Karate Zeon para B. tabaci resistentes (RF ~ 140). B. tabaci resistentes a piretroide tratadas con PBO y
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Karate Zeon de desprendimiento retrasado fueron indistinguibles de las cepas susceptibles en la respuesta a
lambdacihalotrina (RF = 1), mientras que el tratamiento con PBO y Karate EC redujo algo la resistencia a
lambdacialotrina (RF = 52).

Tratamiento Pendiente LDso (ug/larva) Limites fiduciales | Factor de
resistencia

Sus. Karate EC 3,0 0,60 0,50-0,73 -

Sus. Karate Zeon 3,0 0,61 0,48-0,73 -

R. Karate EC 0,90 87,3 59-129 146

R. Karate Zeon 0,86 81 54-122 135

R. Karate EC+PBO 0,89 31,1 21-46 52

R. Karate Zeon+PBO 2,96 0,58 0,48-0,70 1

Tabla 2. Andlisis probit de la respuesta de H. armigera susceptible y resistente a piretroides en ensayos nocturnos
de formulaciones de lambdacihalotrina y butdxido de piperonilo.

Conclusiones

B. tabaci tratadas con PBO y Karate Zeon de desprendimiento retrasado se volvieron efectivamente susceptibles a
lambdacihalotrina con supresién completa de la resistencia. El uso nocturno de Karate EC + PBO suprimié
incompletamente la resistencia, enfatizando adicionalmente que, para reprimir los insectos resistentes, es necesario
un retraso entre la aplicacién de PBO y el desprendimiento del piretroide para la 6ptima inhibicién de la esterasa por
PBO.

Ejemplo 7: Estudios de campo con _un compuesto sinérgico v piretroide de desprendimiento retrasado_en
algodén contra H. armigera - pulverizaciones nocturnas.

Introduccién

Los estudios de laboratorio de H. armigera descritos anteriormente fueron seguidos de un ensayo de campo repetido
a pequefia escala en algodon convencional en el Australian Cotton Research Institute en Narrabri, NSW, Febrero
2003.

Método de ensayo

En ausencia de presion de H. armigera sobre el algodén, larvas de H. armigera de segunda fase resistentes a
piretroides, que fueron la progenie de una cepa de campo originaria de Queensland, se colocaron sobre la planta de
algodon. La cepa era 20 veces resistente a lambdacihalotrina.

Los insecticidas usados fueron butéxido de piperonilo 800 g/l i.a. de EC. Karate EC (50 g/l de EC i.a.) y Karate Zeon
(250 g/l i.a.). Los insecticidas se mezclaron con agua. Los insecticidas se pulverizaron a tasas registradas sobre
algodon de PBO 320 g i.a./ha, y lambdacihalotrina 15 g i.a./ha, usando una barra pulverizadora calibrada sostenida a
mano. Los tratamientos fueron: un control sin tratar, control de PBO, Karate EC, Karate Zeon y Karate EC y Karate
Zeon mezclados con PBO.

El ensayo se realizd en parcelas repetidas de 1 fila x 2 m. Cada parcela contenia de 13-17 plantas maduras de
algodon. Habia una zona de separacion sin pulverizar de dos filas entre cada parcela. Justo antes del ocaso, se
colocaron diez larvas de H. armigera de segunda fase sobre los terminales de cada planta en las parcelas de ensayo
y se pulverizaron las parcelas. Se evaluaron los nimeros de H. armigera por planta un dia después del tratamiento.
La temperatura varido de 24-26°C. Se calcularon para cada tratamiento el porcentaje medio de mortalidad y la
desviacion estandar. No hubo mortalidad en el control.

Resultados

Los resultados (Figura 8) muestran que la lambdacihalotrina reprimié ~40% de H. armigera sin tener en cuenta la
formulacion, el tratamiento con una mezcla de PBO + Karate EC no dio un incremento significativo de mortalidad.
Sin embargo, el PBO mezclado con Karate Zeon dio mas del 90% de mortalidad de insectos resistentes, indicando
la casi completa supresion de la resistencia. Estos son consistentes con los resultados de los bioensayos de
laboratorio.
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Conclusiones

Estos datos de campo demuestran que el butoxido de piperonilo sinérgico, cuando se aplica simultdneamente con
un piretroide de desprendimiento retrasado, proporciond una represion de campo efectiva de H. armigera resistente
a piretroides. El desprendimiento retrasado de piretroides dejé tiempo para que el compuesto sinérgico inhibiera las
esterasas asociadas a la resistencia, proporcionando el 100% de mayor represion de H. armigera resistente a
piretroides que el PBO mezclado con un Karate EC no encapsulado.

Ejemplo 8: Estudios de campo con un compuesto sinérgico y piretroide de desprendimiento retrasado sobre
algodén contra B. tabaci biotipo B - condiciones de luz reducida.

Introduccién

Los estudios de laboratorio de B. tabaci descritos anteriormente, fueron seguidos de un ensayo de campo repetido a
pequefia escala en algodén comercial convencional en Emeral, Qld, Febrero de 2003. Dado que la lluvia y el fuerte
viento evitaron cualquier pulverizacion nocturna, los insecticidas se aplicaron por la mafiana y el ensayo se realizé
bajo luz enormemente reducida (muy cubierto, nubes bajas y chubascos), comparado con las condiciones de luz del
dia normales.

Método de ensayo

El ensayo se realiz6 en algodon maduro con baja presion de B. tabaci (~ 2 moscas blancas/terminal). Las moscas
blancas era aproximadamente 100 veces resistentes a lambdacihalotrina.

Los insecticidas usados fueron butéxido de piperonilo 800 g/l i.a. de EC, Karate EC (50 g/l de EC i.a.) y Karate Zeon
(250 g/l i.a.). Los insecticidas se mezclaron con agua y se pulverizaron con tasas registradas sobre algodén (PBO
320 g i.a./ha, y lambdacihalotrina 15 g/ i.a./ha) usando una barra pulverizadora calibrada sostenida a mano. Los
tratamientos fueron: un control sin pulverizar, control de PBO, y tanto Karate EC como Karate Zeon mezclados con
PBO.

El ensayo se realizé en parcelas repetidas de 1 fila x 10 m . Habia una zona de separacion sin pulverizar de dos filas
entre cada parcela. Se evalué el nimero de moscas blancas, contando los adultos en cada terminal, previamente a
la pulverizacién. Las parcelas se pulverizaron en condiciones de luz ambiental reducida y se evaluaron los nimeros
de moscas blancas adultas un dia después del tratamiento. La temperatura varié de 28-34°C y la humedad relativa
era 80-100%. Se calcularon para cada tratamiento los nimeros medios de moscas blancas/terminal y las
desviaciones estandar.

Resultados

Los datos del ensayo se muestran en la Figura 9. Un dia después del tratamiento, no habia mortalidad detectable en
los controles de PBO o sin tratar. Las diferencias entre el control de mosca blanca y la formulacion de
lambdacihalotrina eran altamente significativas. El Karate EC mezclado con PBO proporcioné alguna represion del
25% de moscas blancas, mientras que el Karate Zeon + PBO dio una represioén virtualmente completa indicando la
supresion completa de la resistencia. Los resultados son consistentes con los datos de bioensayo de laboratorio.

Conclusiones

Los resultados del ensayo indican que la luz del dia muy tenue retrasé el desprendimiento de la lambdacihalotrina de
la encapsulacién. Habia un retraso suficiente entre la aplicacion de PBO y el desprendimiento de piretroides de la
microencapsulacion, para permitir la inhibicion adecuada de las esterasas por PBO previamente al desprendimiento
de piretroide. Por lo tanto, la aplicacion de un compuesto sinérgico y un insecticida de desprendimiento retrasado
reprimio los B. tabaci biotipo B altamente resistentes a piretroides en el campo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para prevenir o reducir la resistencia a un plaguicida de una plaga de un substrato, método que
comprende la administracion al substrato o a la plaga de una composiciéon que comprende:

(a) una formulacién de desprendimiento rapido de un inhibidor de un factor que causa o contribuye a la
resistencia de la plaga al plaguicida, siendo el inhibidor un inhibidor enzimatico metabdlico; y sustancial y
simultineamente,

(b) un plaguicida encapsulado en una céapsula degradable.

2. Un método segun la reivindicacién 1, en el que el componente (a) y el componente (b) estdn comprendidos en la
composicion en forma de mezcla.

3. Un método segun la reivindicacion 1, en el que el componente (a) y el componente (b) se administran
separadamente.

4. Un método segln la reivindicacion 3, en el que ambos componentes de la composicién se administran al
substrato o la plaga con 10 segundos de diferencia.

5. Un método segun la reivindicacion 3 o la reivindicacion 4, en el que ambos componentes se administran al
substrato o la plaga con uno o dos segundos de diferencia.

6. Un método segun cualquier reivindicacion previa, en el que la formulacion de desprendimiento rapido del
componente (a) es una formulacion plaguicida estandar que incluye por lo menos una formulacion seleccionada del
grupo que consiste en: polvos humedecibles, granulos; concentrados emulsionables; y formulaciones de volumen
ultra bajo a las que se puede afiadir agua para formar una emulsiéon o una suspension.

7. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el inhibidor del componente (a) incluye por lo
menos un inhibidor seleccionado del grupo que comprende:

inhibidores de esterasa; inhibidores de oxidasa de funcion mixta; e inhibidores de glutation S-transferasa.

8. Un método segln cualquier reivindicacion precedente, en el que el inhibidor del componente (a) comprende un
inhibidor de esterasa.

9. Un método segun la reivindicacién 8, en el que el inhibidor de esterasa incluye por lo menos un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en:

fosforotionato de S,S,S-tributilo; fosfato de O,0,O-trifenilo; butdxido de piperonilo (PBO); profenofos; etion; y
dimetoato.

10. Un método segun la reivindicacion 9, en el que el inhibidor del componente (a) es butdxido de piperonilo (PBO).

11. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la composicion comprende mas de un
plaguicida encapsulado en una capsula degradable.

12. Un método segun la reivindicacion 11, en el que uno o mas plaguicidas se microencapsulan dentro de una
céapsula degradable.

13. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el plaguicida del componente (b) incluye por lo
menos un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

piretroides; organofosfatos; y carbamatos.

14. Un método segun la reivindicacion 13, en el que el plaguicida del componente (b) incluye por lo menos un
piretroide seleccionado del grupo que comprende:

fenvalerato; S-fenvalerato; cipermetrina (tanto la forma alfa como la zeta); bifentrina; deltametrina; y beta-ciflutrina.

15. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el inhibidor del componente (b) es butdxido de
piperonilo y el plaguicida del componente (b) es un piretroide.

16. Una composicién plaguicida apropiada para uso en el método como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 inclusive, comprendiendo dicha composicién:

(a)una formulacién de desprendimiento rapido de un inhibidor de un factor que causa o contribuye a la
resistencia de una plaga a un plaguicida, siendo el inhibidor un inhibidor enzimatico metabdlico y siendo la
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formulacion de desprendimiento rapido una formulacidon plaguicida estandar seleccionada del grupo que
consiste en:

polvos humedecibles; granulos; concentrados emulsionables; y formulaciones de volumen ultra
bajo a las que se puede afiadir agua para formar una emulsién o una suspension.; y

(b)un plaguicida encapsulado en una cépsula degradable.

17. Una composicion plaguicida segun la reivindicacion 16, en la que el componente (a) y el componente (b) se
formulan en forma de una mezcla.

18. Una composicion plaguicida segun la reivindicacion 16 o la reivindicacion 17 inclusive, en la que el inhibidor del
componente (a) incluye por lo menos un inhibidor seleccionado del grupo que comprende:

inhibidores de esterasa; inhibidores de oxidasa de funcién mixta; e inhibidores de glutation S-transferasa.

19. Una composicién plaguicida segun la reivindicacion 18, en la que el inhibidor del componente (a) es un inhibidor
de esterasa.

20. Una composicion plaguicida segin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 inclusive, en la que el plaguicida
del componente (b) incluye por lo menos un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

piretroides; organofosfatos; y carbamatos.

21. Una composicion plaguicida segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20 inclusive, en la que el inhibidor del
componente (a) es butoxido de piperonilo y el plaguicida del componente (b) es un piretroide.

22. El uso de una composicién o método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 inclusive, en el tratamiento
0 prevencién de la resistencia a plaguicidas.

23. El uso de una composicién o método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 inclusive, en el tratamiento
o prevencion del dafio o destruccion de un substrato por una plaga.

24. Un método para preparar una composicion plaguicida segin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21 inclusive,
comprendiendo dicho método poner en una mezcla fisica el componente (a) y el componente (b).

25. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el plaguicida del componente (b) es un
piretroide.

26. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la formulacién encapsulada del plaguicida es
lambdacihalotrina microencapsulada, por lo que desprende el plaguicida de una manera retrasada después de ser
mezclado con agua y en el que el desprendimiento del plaguicida esta en parte desencadenado por la luz del sol.
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“Inhibicién de esterasas de Helicoverpa armigera después de la
exposicion a PBO in vitro
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FIGURA 1
Inhibicion de esterasas de Bemisia tabaci (Kuétraliana, tipo B) después
de la exposiciéon a PBO in vitro
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FIGURA 2
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mortalidad (expresada como %

del control)

% de inhibicion de la esterasa impuesta en esterasas de Helicoverpa
armigera con el tiempo en respuesta a la exposicién a PBO in vivo,
comparada con el % de mortalidad cuando se expone a fenvalerato con
tiempos crecientes de pretratamiento de PBO%
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FIGURA 3

motalidad (expresada como

% del control)

% de inhibicion de esterasa impuesta en esterasas de Helicoverpa
armigera con el tiempo en respuesta a la exposicién in vivo a PBO,
comparada con el % de mortalidad cuando se expone a zeta-cipermetrina
con tiempos crecientes de pretratamiento de PBO
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" I Pre-pulverizacion
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