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RESUMEN

Resumen

Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) es una plaga cosmopolita,
considerada con especie plaga en numeros cultivos, Actualmente uno de los
principales métodos de control sobre este insecto es el quimico, por lo que la
basqueda de diferentes herramientas para el control de esta plaga ha
incrementado. En el contexto de Manejo Integrado de Plagas (IPM) se incluyen
tanto practicas como materiales que buscan ser amigables para el medio
ambiente, dentro de este sistema se encuentra el Control Bioldgico (CB), donde se
utilizan organismos vivos para disminuir las poblaciones de insectos plaga. El
orden Hemiptera incluye especies depredadoras de importantes plagas agricolas,
de las que destacan las familias Anthocoridae y Miridae (Hemiptera) que incluyen
diferentes especies reconocidas como agentes potenciales de control biolégico de
plagas (CB). Estan presentes en todas las regiones zoogeograficas del mundo y

son capaces de alimentarse de una amplia variedad de presas.

Dentro de la familia Anthocoridae se encuentra el depredador Orius laevigatus
(Fieber, 1860), utilizado con éxito desde hace varios afios en el CB del trips de las
flores, Frankliniella occidentalis (Pergande, 1895) en diversos cultivos protegidos
horticolas y ornamentales. Y el depredador Anthocoris nemoralis (Fabricius, 1794)
utilizado principalmente para el control de psilidos, sin embargo, puede
alimentarse de numerosas especies de trips, pulgones, cochinillas, asi como de
huevos y pequefias larvas de lepidopteros y acaros. En la Familia Miridae se
encuentran depredadores como Nesidiocoris tenuis (Reuter, 1895) que este
depredador se utiliza en cultivos horticolas, especialmente en tomate, para el
control de Bemisia tabaci (Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood)
(Hemiptera: Aleyrodidae), y de la polilla del tomate, Tuta absoluta Meyrick
(Lepidoptera: Gelechidae). Y el depredador Macrolophus pygmaeus (Reuter,
1839), siendo uno de los depredadores mas importantes de T. absoluta en cultivo

de tomate, sin embargo, se puede encontrar de forma natural en otros cultivos.
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Hasta donde llega nuestro conocimiento, no se ha llevado a cabo ninguna
investigacion que haya evaluado potencial depredador de S. exigua por parte de
O. laevigatus, A. nemoralis, N. tenuis y M. pygmaeus, por lo que en este trabajo se
evalla la capacidad depredadora de los estadios ninfales y de los adultos de estos
cuatro depredadores sobre huevos y larvas de S. exigua, se determinan los
parametros bioldgicos y de la tabla de vida de estos depredadores cuando se
alimentan de huevos de S. exigua. Por otra parte, se analiza el efecto de la
interaccion intragremial entre los depredadores O. laevigatus, A. nemoralis y N.
tenuis sobre su propia mortalidad y sobre su capacidad de consumo de huevos de
S. exigua. Asi como evaluar los efectos secundarios de los fungicidas kresoxim-
metil y trifloxistrobin sobre la mortalidad, los parametros biolégicos y los
parametros de la tabla de vida de Orius laevigatus, Anthocoris nemoralis,
Nesidiocoris tenuis y Macrolophus pygmaeus, en condiciones de laboratorio.

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron que todos los estadios ninfales y
los adultos (machos y hembras) de los cuatro depredadores estudiados fueron
capaces de depredar huevos de S. exigua. Solo las ninfas N5 y los adultos
(machos y hembras) de los cuatro depredadores estudiados fueron capaces de
consumir larvas de primer estadio de S. exigua. Por otra parte, solo adultos de N.
tenuis fue capaz de depredar larvas de segundo estadio del noctuido. El tipo de
dieta no presenta diferencias significativas en los calores de la Tasa intrinseca de
crecimiento (rn) de los depredadores O. laevigatus, A. nemoralis y N. tenuis, a
pesar de ello, algunos parametros bioldgicos se veian ligeramente afectados por el

tipo de presa.

Se establece una interaccion intergremial positiva entre el depredador N. tenuis y
el depredador O. laevigatus cuando la densidad de huevos de S. exigua es baja,
por otra parte, se estima una interaccion intergremial negativa entre estos dos
depredadores al aumentar la densidad de huevos de S. exigua. Entre el
depredador N. tenuis y el depredador A. nemoralis presentan un tipo de

interaccion intergremial negativa a una densidad de huevos de S. exigua baja, sin
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embargo, en una densidad alta de huevos de S. exigua, la interaccion intergremial
entre los dos depredadores se vuelve neutra. En cuanto al tipo de interaccion
intergremial entre el depredador A. nemoralis y el depredador O. laevigatus se
observa que es neutra, tanto para baja densidad de huevos de S. exigua, como
para alta densidad de huevos de S. exigua. La mortalidad en el depredador N.
tenuis aumenta al estar en interaccion con otros depredadores, siendo la
interaccién con A. nemoralis, a baja densidad de huevos de S. exigua, la que
presenta un mayor porcentaje de mortalidad para este mirido. De mismo modo, la
mortalidad en el depredador O. laevigatus aumenta al estar en interaccion con el
depredador A. nemoralis, llegando a un porcentaje de mortalidad mayor cuando la
densidad de presa es baja. La mayor mortalidad del depredador de A. nemoralis,
se observa cuando la densidad de presa es baja, tanto para cuando se encuentra
solamente este depredador como para cuando se establece las interacciones

intergremiales con otros depredadores.

En condiciones de laboratorio, el kresoxim-metii se comporta como
moderadamente toxico (categoria de peligrosidad 3 de la OILB) sobre adultos de
O. laevigatus, mientras que el trifloxistrobin es un producto inocuo (categoria 1). El
trifloxistrobin redujo significativamente la tasa intrinseca de crecimiento de la
poblacién. El kresoxim-metil es un fungicida ligeramente téxico (categoria 2 de la
OILB) y reduce la tasa intrinseca de crecimiento de A. nemoralis, mientras que el
trifloxistrobin es un producto inocuo (categoria 1 de la OILB), sin embargo,
disminuye de forma muy significativa la tasa intrinseca de crecimiento de la
poblacion. En el caso de los adultos de N. tenuis, el kresoxim-metil es un producto
ligeramente toxico (categoria 2 de la OILB) y no influye sobre la tasa intrinseca de
crecimiento de la poblacion, por otra parte, el trifloxistrobin es un producto inocuo
para los adultos de N. tenuis (categoria 1 de la OILB) y no altera la tasa intrinseca
de crecimiento de la poblacion. El kresoxim-metil y el trifloxistrobin se comportan
como fungicidas moderadamente toxicos (categoria de peligrosidad 3 de la OILB)

sobre adultos de M. pygmaeus.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL.

1.1. Manejo Integrado de Plagas

La agricultura convencional, tradicionalmente productivista y estrechamente
relacionada con el monocultivo, ha traido consigo la aparicion de una serie de
problemas medioambientales y toxicoldgicos relacionados, entre otros aspectos,
con el uso de plaguicidas para el control de insectos y &caros plaga: aparicion de
resistencias, desarrollo de nuevas plagas y problemas ecotoxicolégicos (Chandler
et al.,, 2011; Delgado, 2010; Kohler & Triebskorn, 2013; Zalom, 2010). Ante esta
situacion, la respuesta que se ha planteado para disminuir estos problemas y
reducir al maximo el uso de productos quimicos es el Manejo Integrada de Plagas
(IPM), donde se considera como objetivo prioritario la obtencion de productos de
calidad, de manera rentable y sin producir dafios en el medio ambiente (Vifiuela,
2005).

Dentro del IPM se incluyen practicas y materiales que son amigables con el
entorno, por lo que Kogan (1998) lo define como “Un sistema de manejo que, en el
contexto del ambiente asociado y la dinamica poblacional de la plaga, utiliza todas
las técnicas y métodos disponibles y compatibles para mantener a la poblacion en
niveles por debajo de aquellos que causan dafio econdmico”. Posteriormente,
Kogan & Shenk (2002) sostienen que el IPM “es un sistema de apoyo a la toma de
decisiones para la seleccion y el uso de tacticas, individuales o multiples, para el
control de plagas, las cuales se coordinan armoniosamente en una estrategia de
manejo basada en un andlisis de costos con relacidon a los beneficios,
considerando los intereses e impactos sobre los productores, la sociedad y el

ambiente”.

En la Union Europea, la aplicacion de los principios generales del IPM es
obligatoria desde el 1 de enero de 2014, de acuerdo con la Directiva 2009/128/CE,
de 21 de octubre de 2009. Esta Directiva se ha traspuesto en Espafia a través de
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dos Reales Decretos, uno de los cuales es RD1311/2012, de 14 de septiembre,

por el que se establece el marco de actuacion para conseguir un uso sostenible de

los productos fitosanitarios, que utiliza el término Gestion Integrada de Plagas y

gue tiene como principios generales los siguientes:

Prevenir o disminuir las poblaciones de organismos nocivos mediante
rotacion de cultivos, técnicas de cultivo adecuadas, material de siembra o
plantacion certificada, variedades resistentes, equilibrio en el manejo del
riego, practicas de fertilizacion, limpieza de maquinaria.

Anteponer los métodos biol6gicos, biotecnoldgicos, culturales, fisicos y
genéticos a los métodos quimicos para el control de plagas y
enfermedades.

Vigilar a los organismos nocivos mediante métodos e instrumentos
adecuados.

Utilizar los umbrales de intervencion antes de realizar los tratamientos
fitosanitarios.

Tener en cuenta la selectividad de los productos fitosanitarios, de forma
tengan menores efectos secundarios, tanto para la salud humana, como
para los organismos no diana y el medio ambiente

Limitar el empleo de productos fitosanitarios por parte de los usuarios
profesionales.

Establecer estrategias para evitar la aparicién de resistencias.

Comprobar el éxito de las medidas fitosanitarias aplicadas.

Acorde con todo ello, el control bildogico debe convertirse en uno de los métodos

preferentes de cara a su incorporacion al IPM.

1.2. Control Biolégico

De un modo general, el control biolégico (CB) se puede definir como “la accion de

los enemigos naturales (depredadores, parasitoides y entomopatdgenos) para
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mantener la poblacion de otro organismo a densidades inferiores de las que
tendria en su ausencia” (DeBeach, 1964; Urbaneja et al., 2005a). De modo mas
concreto, el objetivo a conseguir es que las densidades de las poblaciones plaga
se encuentren por debajo del nivel de dafio econémico (Jacas & Urbaneja, 2008).
Hoy dia, el CB es ya un método de control de plagas ampliamente utilizado en
numerosos paises y cultivos de todo el mundo (Gerling et al., 2001; Jacas &
Urbaneja, 2008; Van Lenteren, 1995).

El CB se puede dividir en dos grandes grupos en funcién del tipo de enemigo
natural utilizado. Asi, se habla de lucha microbioldgica, cuando se emplean
organismos entomopatdgenos (virus, bacterias, hongos, protozoos y nematodos,
principalmente) y de lucha macrobiolégica cuando se utilizan artropodos

depredadores y parasitoides (Vifiuela, 2005).

De acuerdo con Eilenberg et al. (2001) y Bale et al. (2008), existen diversos tipos
de CB:

e Clasico: también conocido como de importacion, se utiliza
principalmente contra plagas invasoras. Esta basado en la importacion y
liberacién de agentes de CB provenientes, normalmente, del lugar de
origen de las plagas con el fin de que establezcan y las controlen a
medio/largo plazo. Una vez introducido el enemigo natural, se aclimata y
pasa a formar parte de la fauna natural de la region.

¢ Inundativo: consiste en la realizacion de liberaciones repetidas de
cantidades elevadas del enemigo natural para un control eficiente de la
plaga.

¢ Inoculativo: en este caso, se introduce el enemigo natural en cantidades
mas bajas, esperando que se multiplique en el cultivo y consiga un
control de la plaga, durante un periodo largo, aunque no de forma

permanente.
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e Por conservacién: se basa en manejar el agroecosistema para crear un
ambiente favorable para los enemigos naturales, a la vez que se evitan
practicas que los perjudiquen. De este modo, aumenta su riqueza y

abundancia en la zona de cultivo.

Cabe mencionar que la eficacia de este método dependera, en gran medida, de
las caracteristicas de cada uno de los enemigos naturales implicados y de la
correcta gestion que se haga respecto al agroecosistema. Actualmente, es muy
frecuente que el uso del CB vaya acompafiado del control quimico (Garzoén et al.,
2015; Medina et al., 2008), por lo que resulta esencial una adecuada gestion de
ambas herramientas (y otras, en su caso) dentro del IPM, sobre todo en lo que
respecta a la consideracion de los efectos secundarios de los productos

fitosanitarios sobre los enemigos naturales.

1.3. Spodoptera exigua

1.3.1. Posicion taxondémica y distribucion geografica

Segun la Infraestructura Mundial de Informacion en Biodiversidad, la posicion
taxonomica de Spodoptera exigua (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) es la
siguiente (GBIF, 2017a):

PHYLLUM: Arthropoda
CLASE: Insecta
ORDEN: Lepidoptera
SUBORDEN: Heteroneura
SUPERFAMILIA: Noctuoidea
FAMILIA: Noctuidae
SUBFAMILIA: Amphipyrinae
GENERO: Spodoptera
ESPECIE: Spodoptera exigua (Hubner, 1808)
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Los nombres vulgares de uso mas generalizado son “gardama”, “rosquilla verde” y
“‘gusano soldado de la remolacha” (Arroyo, 1995). Se trata de una especie
cosmopolita, que se distribuye a lo largo de los cinco continentes (GBIF, 2017a;
fig. 1).

Figura 1. Distribucion geografica de S. exigua a nivel mundial (GBIF, 2017a).

1.3.2. Morfologia y Biologia

Los huevos de S. exigua son esféricos, con la base plana y estrias longitudinales,
y miden entre 0,35 y 0,37 mm de didmetro. El color varia dependiendo de su edad.
Recién puestos son de un color blanco amarillento que posteriormente cambia a
verde claro y finalmente a marron oscuro cuando la larva esta proxima a emerger

(Gémez de Aizpuraa, 1992; fig. 2a).

Las larvas pasan por cinco estadios. Son de color verde palido o amarillo durante

los primeros, pero conforme avanza su desarrollo, adquieren tonos mas intensos y
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poseen una franja lateral oscura (fig. 2b). Las larvas de ultimo estadio (L5) son
muy variables en su apariencia, tendiendo a ser verdes dorsalmente, de color
rosado o amarillo ventralmente, con una franja blanca lateral y el cuerpo
practicamente desprovisto de pelos (Capinera, 1999). En su maximo desarrollo

llegan a alcanzar hasta 3,6 cm de longitud (Caballero, 2004).

La pupa es de color café claro y mide aproximadamente 1 cm de longitud
(Caballero, 2004; fig. 2c).

La envergadura de las polillas adultas es de 25 a 30 mm aproximadamente. Las
alas anteriores son de color café grisaceo, con una mancha pélida en el margen
medio frontal, y las alas posteriores son blancas con el margen anterior oscuro
(Metcalf & Flint, 1988).

En regiones de clima templado, S. exigua permanece en estado de pupa durante
el invierno. Sin embargo, puede encontrarse activa a lo largo de todo el afio en
lugares calidos. La pupacién tiene lugar en el suelo y, para ello, la L5 construye
una camara de arena mediante la adhesion de particulas del mismo con una
secrecion bucal que se endurece cuando se seca (Pérez-Montesbravo, 2006). La
duracion del estado de pupa es de 6 a 7 dias en climas calidos (Capinera, 1999).
Al poco tiempo de emerger las polillas adultas tiene lugar la copula. La oviposicion
comienza 2 a 3 dias después de la misma, pudiendo durar hasta 7 dias (Heppner,
1998). Una hembra adulta de S. exigua pone entre 300 y 600 huevos,
aproximadamente, en el envés de las hojas, colocados en grupos de 50 a 150 y
cubiertos por pelos y escamas de su cuerpo (Capinera, 2001; fig. 2d). El periodo
de incubacién oscila entre 2 y 5 dias, en funcion de la temperatura. La larva se
alimenta durante mas o menos tres semanas (Metclaf & Flint, 1988). Como ya se
ha dicho, pasa por cinco estadios larvarios, cuya duracion, en condiciones éptimas
de temperatura (24°C), es de 2,3; 2,2; 1,8; 1,0 y 3,1 dias, respectivamente
(Wilson, 1932).
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Figura 2. Estados de desarrollo de S. exigua: a) Huevo; b) Larva; c) Pupa;
d) Adulto.

Su ciclo biologico se completa entre 24 y 36 dias, segun las condiciones de
temperatura. Normalmente, en zonas calidas tienen lugar cuatro generaciones al
afo (Caballero, 2004).
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1.3.3. Plantas huésped y dafios

Spodoptera exigua es una plaga que ataca a mas de 35 especies cultivadas, por
lo que es considerada como una de las mas importantes a nivel mundial en
hortalizas y otros cultivos (Vifiuela et al., 2000). Puede llegar a ser una plaga
significativa en cultivos tan variados como alfalfa, algodén, amaranto, apio, brécoli,
cebolla, col, coliflor, esparrago, espinaca, garbanzo, guisante, judia, lechuga,
maiz, patata, pimienta, rabano, remolacha, soja, sorgo, tabaco, y tomate (Aragon
& Tapia, 2009; Capinera, 1999; Ehler, 2007; Kornosor & Sterkay, 1999). Ataca
también a cultivos de remolacha dulce, citricos, girasol silvestre y haba (Metcalf &
Flint, 1988). En las ultimas décadas, se ha convertido en una de las plagas mas
importantes en los cultivos de pimiento en invernaderos del sudeste de Espafia
(Belda et al. 1994).

Las larvas de este insecto consumen las hojas, los tallos y, en algunos casos, las
raices y el fruto de las plantas atacadas. En ocasiones, aparece en grandes
niveles poblacionales y puede afectar a grandes extensiones de cultivos (Metcalf &
Flint, 1988). En los primeros estadios larvarios se alimenta de modo gregario de
las hojas, dejando Unicamente los nervios principales. A medida que van
creciendo, las larvas se vuelven solitarias y al alimentarse dejan dan lugar a
orificios irregulares en el follaje. A partir del tercer estadio es cuando mas cantidad
de alimento necesitan y mayores dafios causan, siendo el quinto estadio el mas
dafino (Pérez et al., 2001). También son capaces de excavar galerias que llegan

hasta el centro de los tallos y consumir tejidos conductores (East et al., 1989).

Las larvas de S. exigua también pueden provocar dafios indirectos favoreciendo la
aparicion y el desarrollo de podredumbres en las plantas afectadas, bien debido a
la interrupcion que provocan en el flujo de savia, bien como consecuencia de los
excrementos que generan, los cuales fermentan y pudren los tejidos con los que

estan en contacto, a la vez que se humedecen con el rocio de las mafanas.
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Ademas, cuando las larvas afectan partes de la planta destinadas al consumo

directo, éstas suelen ser desechadas (Gimeno, 2004).

1.3.4. Métodos de control utilizados contra Spodoptera exigua

Control cultural

El control cultural es uno de los métodos mas antiguos y se basa en la alteracion
del ambiente con el proposito de perjudicar a la plaga. Practicas como
modificacion de la fecha de siembra/plantacion, eleccion de la densidad de
plantaciébn, manejo del agua, saneamiento del cultivo, preparacién del suelo,
rotacion de cultivos, fertilizacion y empleo de cultivos mixtos, son algunos

ejemplos importantes de este tipo de control (Ennis, 1979).

En el caso concreto de S. exigua, se pueden destacar las siguientes medidas
culturales: la colocacién de mallas que cubren las plantas para dificultar la llegada
de los adultos y evitar, de este modo, la oviposicion (Gimeno, 2004); la eliminacion
de las plantas atacadas; la eliminacion directa de larvas en campo; la destruccion
de los frutos infestados que quedan en el suelo después de la cosecha (Judd et
al., 1997), y el laboreo del suelo para exponer las pupas a enemigos naturales y a

condiciones climaticas que pueden destruirlas (Metcalf & Flint, 1988).

Control fisico

El control fisico consiste en la utilizacion de agentes fisicos, como temperatura,
humedad, insolacion, fotoperiodo o radiaciones electromagnéticas, a intensidades
gue resulten letales para la plaga. Este método se basa en el hecho de que las
plagas so6lo se desarrollan y sobreviven dentro de ciertos limites de intensidad de
los factores fisicos ambientales, de forma que, mas alla de ellos, las condiciones a
las que se ven expuestos resultan letales. Los limites varian segun las especies vy,

para una misma especie, segun su estado de desarrollo. Ademas, los limites de
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cada factor varian en interaccion con las intensidades de los otros factores

ambientales y con el estado fisioldgico de los individuos (Cisneros, 1995).

En campo, los factores fisicos relativos al clima son dificilmente manipulables por
el ser humano. En algunos casos, es posible hacer algunas variaciones mediante
el manejo de la densidad del cultivo, la orientacion de las lineas respecto al
movimiento del sol o la utilizacion de sombra para ciertos cultivos como el café y el
cacao. Algunos pueden ser incluidos dentro del control cultural, ya que son
precisamente estas practicas las que permiten dichas variaciones. EI manejo de
factores fisicos del medio, como son la temperatura, humedad y radiaciones
electromagnéticas, sblo es posible de una forma més eficiente en ambientes
cerrados. Guimaraes et al. (1998), estudiaron la influencia de algunas condiciones
ambientales sobre las larvas de S. exigua. Los resultados que obtuvieron
mostraron que su mortalidad es mayor cuando son sometidas a temperaturas
extremas, concretamente de 15 °C y 35 °C, y que, en condiciones favorables de
temperatura (25 °C), el insecto es menos susceptible al atague de algunos
patogenos, como el Virus de la Poliedrosis Nuclear de Spodoptera exigua
(NPVSe).

Control etolégico

La Etologia es el estudio del comportamiento de los animales en relacion con el
ambiente. Por control etologico de plagas se entiende la utilizacion de métodos de
represion que aprovechan las reacciones de comportamiento de las mismas. El
comportamiento esta determinado por la respuesta de los individuos a la presencia
u ocurrencia de estimulos que son predominantemente de naturaleza quimica,
aunqgue hay estimulos fisicos y mecanicos. Cada especie tiene un comportamiento
fijo ante un determinado estimulo. Asi, una sustancia quimica presente en una
planta puede provocar que los individuos de esa especie se sientan obligados a
acercarse a ella, tratandose de una sustancia atrayente; o el efecto puede ser

opuesto, tratandose de una sustancia repelente en este caso; también existen

10



Capitulo 1

substancias que estimulan la ingestion de alimentos y otras que disuaden de ello
(Cisneros, 1995). Por otro lado, el comportamiento en el caso de los insectos esta
también muy determinado por sus reacciones a estimulos producidos para la
comunicaciéon entre individuos de la misma especie. Los mensajes que se envian

y reciben pueden ser de atraccion sexual, alarma, agregacion, orientacion, etc.

Desde el punto de vista practico, las aplicaciones del control etologico incluyen la
utilizacién de feromonas, atrayentes en trampas y cebos, repelentes, inhibidores
de alimentacién y substancias diversas que tienen efectos similares (Cisneros,
1995; Gimeno, 2004).

Un importante numero de autores han estudiado el efecto larvicida y
antialimentario de aceites esenciales sobre lepidépteros (Bathal et al., 1993; Isman
et al.,, 2011; Larocque et al., 1999; Park et al. 1997; Romeu & Veitia, 2012), asi
como para retardar el desarrollo de las larvas (Marimuth et al., 1997) y como

elemento disuasorio de la oviposicion (Naumann & Isman, 1995).

Salas (2001) cité que, con el uso de trampas con agua y detergente, provistas de
feromonas sexuales femeninas, para el control y seguimiento de Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797) en cultivo de maiz. Concluy6 que los valores mayores de
capturas se registran durante el periodo critico del cultivo (segunda a séptima
semana), por lo que esta técnica puede ser utilizada para la evaluacion y control

de las poblaciones de esta plaga.

Un ejemplo de control etolégico en cultivo de cebolla frente a S. exigua fue el
llevado a cabo por el Asian Vegetable Research and Development Center en
Taiwan (AVRDC, 2001). Colocaron trampas pegajosas cebadas con feromona
sexual del insecto a una distancia de 10 m del cultivo, para impedir que los adultos
entraran contacto con la planta, observando una disminucion de la poblacion de la

plaga en el cultivo, como consecuencia de esta practica.

11
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Control quimico

La aplicacion de insecticidas convencionales presenta ciertas ventajas en el
control de plagas, especialmente para el productor: facil acceso y uso, amplio
espectro, accion rapida y, a veces, bajo costo. Sin embargo, el uso excesivo de
estos compuestos acarrea también una serie de perjuicios (Bautista & Pineda,
1995). Asi, la aplicacion sistematica o mal programada de insecticidas induce la
aparicion de resistencias en los insectos y puede favorecer el aumento de sus
poblaciones, de manera que sea cada vez mas dificil su control. En algunos
casos, las plagas secundarias pueden pasar a ser plagas clave al desaparecer sus
enemigos naturales por efecto de estos productos. Ademas, la mayoria de los
insecticidas dejan residuos téxicos en el medio, dafiando a otros organismos no
objetivo de la lucha (Bautista & Pineda, 1995; Altieri & Nicholls, 2004).

Todo lo anterior ha motivado la busqueda e integracién de métodos alternativos,
siendo los productos biorracionales, mas selectivos, una opcion aceptable
(Gonzalez et al., 2006). Entre éstos se incluye el uso de extractos vegetales, ya
que su utilizacion como insecticidas alternativos, supone también una forma de
evitar los problemas provocados por los insecticidas sintéticos quimicos (Jozivan
et al., 2008; Aragon & Tapia, 2009).

En Espafa, segun el Registro de Productos Fitosanitarios del Ministerio de
Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente, contra las especies del
género Spodoptera esta autorizado el uso de insecticidas que incorporan las
siguientes materias activas: deltametrin, metaflumizona, metomilo, metoxifenocida,

lufenurdn (solo en invernaderos) y tebufenocida (MAPAMA, 2017a).

Control biolégico

Como se ha mencionado anteriormente, el control biolégico es una forma de

control natural que incluye la accion de enemigos naturales que son capaces de

12
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disminuir la densidad poblacional de los organismos vivos a los que afectan. En el
caso de S. exigua, se ha implementado como medida para su control el uso del
parasitoide Cotesia marginiventris (Cresson, 1865) (Hymenoptera: Braconidae), un
endoparasitoide solitario originario de América y con un amplio rango de
huéspedes, capaz de parasitar, en las tres primeras semanas de su liberacion, al
70% de individuos, mostrando mejores resultados que el tratamiento con la
bacteria entomopatdégena Bacillus thuringiensis (Urbaneja et al., 2002). Estos
mismos autores, en un trabajo similar, indican un listado de los parasitoides
asociados a larvas de lepidépteros que atacan los cultivos de algodon en el Valle
del Guadalquivir, incluida S. exigua. Entre las especies encontradas se encuentran
Cotesia kazak (Telenga, 1949) (Hymenoptera: Braconidae), Hyposoter didymator
(Thounberg, 1824) (Hymenoptera: Braconidae) y Habrobracon hebetor (Say, 1836)
(Hymenoptera: Braconidae); también encontraron algunos parasitoides
ocasionales como Dolichogenidea spp. (Viereck, 1911) (Hymenoptera:

Braconidae).

Otro agente de control biologico de S. exigua que ha demostrado buena eficacia
en cultivos de Almeria es el nucleopoliedrovirus especifico de esta plaga (NPVSe;
Baculoviridae), altamente persistente en el suelo de los cultivos y con una
incidencia mayor en primavera y verano. En esta zona de Almeria, se identificaron
nueve variantes genotipicas del virus, algunas de las cuales tuvieron mayor
potencial insecticida que el genotipo puro. Con la produccion de cuerpos de
oclusion en condiciones de laboratorio, se obtuvo una formulacion que ofrecio
mejores resultados en campo que algunos tratamientos con insecticidas de
sintesis (Caballero et al., 2009).

En relacion con las bacterias entomopatdégenas, Torres et al. (2009) reportaron
formulados granulares a base de algunos polimeros biodegradables usando como
principio activo el complejo espora-cristal de la cepa HD-125 de Bacillus
thuringiensis, observando un alto potencial para su uso en el control bilégico de S.

exigua. En Espafa, los formulados comerciales existentes contra S. exigua
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obtenidos a partir de B. thuringiensis incluyen, principalmente, dos variedades: B.
thuringiensis kurstaki y B. thuringiensis aizawai (MAPAMA, 2017b).

Finalmente, el orden de insectos Hemiptera, que incluye a los vulgarmente
conocidos como chinches, contiene numerosas especies depredadoras de
importantes plagas agricolas, siendo las pertenecientes a las familias
Anthocoridae y Miridae las mas estudiadas, debido, principalmente, al éxito de su
uso como agentes de CB en cultivos protegidos (Jacas et al., 2008). En el
presente trabajo, se busca evaluar la importancia de este grupo de depredadores
como agentes de control biologico de S. exigua. Para ello, se han utilizado cuatro
especies que actualmente se encuentran comercializadas: Orius laevigatus,

Anthocoris nemoralis, Nesidiocoris tenuis y Macrolophus pygmaeus.

1.4. Orius laevigatus

1.4.1. Posicion taxonémica y distribucion geografica

La ubicacién taxondmica de Orius laevigatus (Fieber, 1860) (Hemiptera:
Anthocoridae) es la siguiente (GBIF, 2017b):

PHYLLUM: Arthropoda
CLASE: Insecta
ORDEN: Hemiptera
SUBORDEN: Heteroptera
SUPERFAMILIA: Cimicoidea
FAMILIA: Anthocoridae
SUBFAMILIA: Anthocorinae
TRIBU: Oriini
GENERO: Orius
ESPECIE: Orius laevigatus (Fieber, 1860)

14
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Su éarea de distribucion geografica abarca toda la cuenca mediterranea,
extendiéndose hasta las islas de la Macaronesia, la fachada atlantica de Francia y
las islas Britanicas (GBIF, 2017b; fig. 3). También se encuentra en el Este de Asia
(Ferragut & Gonzalez, 1994).

Figura 3. Distribucion geogréfica de O. laevigatus a nivel mundial (GBIF, 2017b).
1.4.2. Morfologia y biologia
Orius laevigatus es una especie heterometdbola, por lo que solo pasa por tres

estados de desarrollo: huevo (fig. 4a), ninfa (con cinco estadios ninfales, N1 a N5;
fig. 4b a 4f) y adulto (fig. 49).
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Figura 4. Desarrollo completo de O. laevigatus: a) huevo; b) Ninfa N1; ¢) Ninfa N2;
d) Ninfa N3; e) Ninfa N4; f) Ninfa N5; g) Adulto.

Los huevos recién puestos son practicamente transparentes y, a medida que se
desarrollan, van adquiriendo una coloracion amarillenta caracteristica del embrion
gue esta evolucionando en su interior. Cuando esta a punto de eclosionar, se
llegan a observar dos puntos rojos, que se corresponden con los ojos de la futura

ninfa. Tienen forma oval alargada, miden 0,3-0,4 mm de longitud y presentan un
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opérculo muy caracteristico que es plano, ligeramente punteado y con los bordes

hendidos (Ferragut & Gonzalez-Zamora, 1994).

Las formas ninfales presentan, inicialmente, una coloracién amarilla muy clara,
gue va tornandose anaranjada hasta llegar a una coloracién marron (o incluso
negra en funcion de la temperatura a la que se produce el desarrollo) en su quinto
estadio ninfal. Su aspecto es similar al de los adultos, pero de menor tamafio, y no
presentan los caracteristicos hemiélitros de los imagos de este suborden de
insectos, aunque si se observan con claridad los vestigios alares en las ninfas N4
y N5. Estos vestigios alares toman una coloracién muy oscura cuando la N5 esta
desarrollada y a punto de mudar, hecho que es mas evidente cuando la ninfa tiene

una coloracioén clara (Ferragut & Gonzéalez-Zamora, 1994).

Los adultos presentan una gran plasticidad en algunos de sus caracteres
morfologicos externos mas visibles, como el tamafio y la coloracién. El tamafio
varia de 2 a 3 mm de longitud, con el cuerpo fusiforme y aplanado
dorsoventralmente. El aparato bucal es de tipo picador-suctor, de manera que las
piezas bucales se fusionan para formar una especie de pico o estilete largo y movil
que puede doblar bajo su cuerpo cuando no lo utiliza. EIl primer par de alas o
hemiélitros son casi transparentes, excepto el cineo que es muy oscuro. Toda la
superficie del hemiélitro esta cubierta de pequefias quetas oscuras. La parte
membranosa presenta una de las caracteristicas mas tipicas de esta especie: la
mitad basal de esta membrana es transparente, mientras que la mitad apical es
oscura, siendo la separacién entre ambas zonas rectilinea. De forma natural, se
encuentran ejemplares de color marron claro, marrén oscuro e incluso negro,
siendo los de color marrén oscuro los mas comunes (Ferragut & Gonzalez-
Zamora, 1994).
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1.4.3. Importancia en control bioldgico de plagas

La familia Anthocoridae incluye algunas de las especies de depredadores mas
estudiadas por su aplicacion practica contra importantes plagas, sobre todo en
cultivos de invernadero. Dentro de esta familia destaca el género Orius, con varias
especies de interés, entre las que destacan O. laevigatus, Orius insidiosus (Say
1832), Orius albidipennis (Reuter 1884), Orius niger (Wolff 1811) y Orius
majusculus (Reuter 1879) Orius tantillus Motschulsky, O. strigicollis (Poppius) y
Orius minutus L. y que, ademas, aparecen de forma espontanea en numerosos
cultivos (Ballal & Yamada, 2016; Jacas et al., 2008).

Orius laevigatus se utiliza con éxito desde hace varios afios en el CB del trips de
las flores, Frankliniella occidentalis (Pergande, 1895) en diversos cultivos
protegidos horticolas y ornamentales tales como berenjena, fresa, gerbera, melén,
pimiento, pepino y rosa (Chambers et al.,, 1993; Van Lenteren, 2012). De entre
todos estos cultivos destaca el pimiento, donde el uso de O. laevigatus ha
permitido el establecimiento de programas de IPM que giran en torno al empleo de

estrategias inundativas del depredador (Jacas et al., 2008).
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1.5. Anthocoris nemoralis

1.5.1. Posicion taxondmicay distribucién geogréfica

La ubicacion taxondmica de Anthocoris nemoralis (Fabricius, 1794) (Hemiptera:
Anthocoridae) es la siguiente (GBIF, 2017c):

PHYLUM: Arthropoda
CLASE: Insecta
ORDEN: Hemiptera
SUBORDEN: Heteroptera
SUPERFAMILIA: Cimicoidea
FAMILIA: Anthocoridae
SUBFAMILIA: Anthocorinae
TRIBU: Anthocorini
GENERO: Anthocoris
ESPECIE: Anthocoris nemoralis (Fabricius, 1794)

Gomez-Menor (1956) menciona que el nombre de esta especie proviene de
Anthos= flor y coris=chinche, por lo que es conocido como “chinche de las flores”.
Es una especie nativa de la regién Paleartica y es una de las especies del género
Anthocoris mas extendida geograficamente por Europa. El depredador se
encuentra en Reino Unido, hasta el Oeste de Rusia, en la cuenca mediterranea y
el Norteamérica (GBIF, 2017c; fig. 5).
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Figura 5. Distribucion geografica de A. nemoralis a nivel mundial (GBIF, 2017c).

1.5.2. Morfologia y biologia

Al igual que la especie anterior, A. nemoralis es una especie heterometabola, con

tres estados de desarrollo: huevo (fig. 6a), ninfa (con cinco estadios ninfales; fig.

6b a 6f) y adulto (fig. 69).
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Figura 6. Desarrollo completo de A. nemoralis: a) huevo; b) Ninfa N1; c) Ninfa N2;
d) Ninfa N3; e) Ninfa N4; f) Ninfa N5; g) Adulto.

Los huevos son, inicialmente, de color blanquecino y de tamafio inferior a 1 mm,
provistos de una tapa u opérculo de color blanco, pudiendo estar ovipositados en
solitario o en pequefos grupos. Conforme pasan los dias y se acerca el momento
de la eclosion tornan a un color mas rojizo, llegandose incluso distinguir los ojos

de las ninfas (Hernando, 2009).
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Las fases juveniles carecen de alas, pero son sumamente maoviles y activas. Son
de color amarillo-anaranjado en los primeros estadios, pero se van oscureciendo
segun van evolucionan. Su forma es parecida a la de los adultos, pero de menor
tamafio y con los vestigios alares habitualmente no evidentes hasta el tercer
estadio ninfal. Otros cambios externos que experimentan las ninfas incluyen el
aumento del numero de los segmentos antenales y tarsales, y alteraciones de la

forma del pronoto (Hernando, 2009).

Los adultos son insectos de pequefio tamafo, que alcanzan una longitud de 3,8 a
4,5 mm. Se caracterizan por poseer el aparato bucal picador-suctor en forma de
pico cuyo apice llega a las coxas anteriores (Garcia & Ferragut, 2002). En estos
insectos las alas anteriores o hemiélitros tienen los bordes paralelos y una
membrana con una larga vena muy marcada, pudiendo aparecer bien visibles

hasta cuatro venas originadas de la anterior (Chinery, 2005).

1.5.3. Importancia en control biolégico de plagas

El género Anthocoris se utiliza en programas de CB mediante estrategia
inundativa y estrategia de conservacion, especialmente frente a una de las
principales plagas del peral, Cacopsylla pyri L. (Hemiptera: Psyllidae) (Avilla, 2005;
Urbaneja et al., 2005a).

Una de las caracteristicas que aumentan el potencial de este depredador es que
los adultos son buenos voladores, lo que les permite agregarse en las zonas
donde la densidad de la presa sea mas alta y dispersarse facilmente cuando ésta
escasea. Tienen una elevada capacidad de busqueda de sus presas y de
incrementar rapidamente sus poblaciones cuando éstas son abundantes (Avilla,
2005).
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Al igual que otros antocéridos, A. nemoralis es un depredador con un elevado
grado de polifagia, pudiendo depredar a un gran nimero de especies presa. Tanto
las ninfas como los adultos se alimentan de artropodos de tegumento blando como
es el caso de numerosas especies de trips, pulgones, cochinillas y psilidos, asi
como de huevos y pequefas larvas de lepidopteros y acaros. Ademas, pueden
alimentarse de polen, lo cual es una gran ventaja para su conservacion en el
cultivo en periodos de ausencia de plaga (Urbaneja et al., 2005a). Tiene un
elevado potencial depredador debido, entre otros motivos, a que ya los primeros

estadios ninfales empiezan a desarrollarse depredando pequefios individuos.

1.6. Nesidiocoris tenuis

1.6.1. Posicion taxondémica y distribucion geografica

La ubicacién taxonomica de Nesidiocoris tenuis (Reuter, 1895) (Hemiptera:
Miridae) es la siguiente (GBIF, 2017d):

PHYLLUM: Arthropoda
CLASE: Insecta
ORDEN: Hemiptera
SUBORDEN: Heteroptera
SUPERFAMILIA: Miroidea
FAMILIA: Miridae
SUBFAMILIA: Bryocorinae
TRIBU: Dicyphini
GENERO: Nesidiocoris
ESPECIE: Nesidiocoris tenuis (Reuter, 1895)
A pesar de que N. tenuis se conoce como una especie endémica de la cuenca
mediterrdnea aunque se ha encontrado en Norteamérica y algunos del centro de

América (GBIF, 2017d; fig. 7). También se ha citado en paises de Africa, Japon,
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Iran, Australia, Islas del Pacifico, (Kerzhner & Josiv, 1999; Linnavuori, 2007,
Valderrama et al., 2007; Zappala et al., 2013).

Figura 7. Distribucion geografica de N. tenuis a nivel mundial (GBIF, 2017d).
1.6.2. Morfologia y biologia
El hemiptero N. tenuis es una especie heterometébola, es decir, solo pasa por tres

estados de desarrollo en toda su vida: huevo, ninfa (con cinco estadios ninfales,
N1 a N5; fig. 8a a 8e) y adulto (fig. 8f).
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Figura 8. Desarrollo de N. tenuis: a) Ninfa N1; b) Ninfa N2; ¢) Ninfa N3; d) Ninfa
N4; e) Ninfa N5; f) Adulto.

Los huevos son depositados por las hembras en el interior del tejido vegetal,
prefiriendo la epidermis de los tallos y nervios foliares, y llegan a medir menos de
1mm. Son muy dificiles de distinguir, ya que la hembra solo deja a la vista la ligula
(apéndice respiratorio) (El Dessouki et al., 1976).

Las ninfas, en sus primeros dos estadios, son semitransparentes o de un color
verde muy claro. En el tercer estadio los esbozos alares comienzan a ser visibles,
pero en el cuarto y quinto estadio ya son muy notables y presentan un color verde
brillante. Las ninfas llegan a alcanzar una longitud de 2,6 mm en su ultimo estadio
(El Dessouki et al., 1976).
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La longitud de los adultos varia entre los 3 y los 4 mm. Son de color verde y
presentan un anillo de color negro que rodea la cabeza, asi como manchas o
bandas negras en las alas y las antenas (a modo de anillos). Presentan
dimorfismo sexual, diferencidndose los machos por un punto negro en la zona
genital. Las hembras presentan una genitalia con forma de T invertida y su
abdomen es mas grueso, mientras que el del macho es estrecho y liso (El
Dessouki et al., 1976).

1.6.3. Importancia en el control biolégico de plagas

Las especies perteneciente a la familia Miridae estan consideradas como fit6éfagas;
sin embargo, muchas de ellas tienen realmente una dieta zoofit6faga (incluido N.
tenuis) habiendo, por ello, aumentado su interés como agentes de control
bioldgico (Arné et al., 2010; Lucas & Alomar, 2002; Urbaneja et al., 2005a).

N. tenuis se utiliza en cultivos horticolas, especialmente en tomate, para el control
de Bemisia tabaci (Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood)
(Hemiptera: Aleyrodidae), y de la polilla del tomate, Tuta absoluta Meyrick
(Lepidoptera: Gelechidae). También es considero como depredador generalista de
algunas plagas secundarias, ya que se puede alimentar de trips, pulgones, arafia
roja, asi como de huevos y larvas neonatas de lepiddpteros (Calvo et al., 2009;
Jacas & Urbaneja, 2008; Sanchez & Lucas, 2008; Urbaneja et al., 2009).
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1.7. Macrolophus pygmaeus

1.7.1. Posicion taxondémicay distribucién geogréfica

La ubicacién taxonémica de Macrolophus pygmaeus (Reuter, 1839) (Hemiptera:
Miridae) es la siguiente (GBIF, 2017e):

PHYLLUM: Arthropoda
CLASE: Insecta
ORDEN: Hemiptera
SUBORDEN: Heteroptera
SUPERFAMILIA: Miroidea
FAMILIA: Miridae
SUBFAMILIA: Bryocorinae
TRIBU: Dicyphini
GENERO: Macrolophus
ESPECIE: Macrolophus pygmaeus (Reuter, 1839)

Macrolophus. pygmaeus es una especie que se distribuye por todo el norte de
Europa (GBIF, 2017e; fig. 9). Ademas, existen reportes que se distribuye desde
Tayikistan, las islas Azores, en el Océano Atlantico, y en Finlandia (Kerzhner &
Josifov, 1999; Sanchez et. al., 2012). Sin embargo, la distribucion real de la
especie podria ser menos amplia, debido a que existe mucha controversia
respecto a su correcta identificacién desde que se empez6 a reportar su presencia

en distintos lugares (Martinez-Cascales et. al., 2006;).
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Figura 9. Distribucion geogréafica de M. pygmaeus a nivel mundial (GBIF, 2017e).
1.7.2. Morfologia y biologia
El desarrollo de M. pygmaeus, al igual que en las otras especies mencionadas, es

heterometabolo, pasando por los estados de huevo, ninfa (cinco estadios ninfales,
N1 a N5; fig.10a a 10e) y adulto (fig. 11).
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Figura 10. Desarrollo de M. pygmaeus: a) Ninfa N1 emergiendo del huevo; b)
Ninfa N1; c¢) Ninfa N2; d) Ninfa N3; e) Ninfa N5.
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Figura 11. Adulto de M. pygmaeus (Martinez-Cascales et al., 2006)

Los huevos son colocados por las hembras dentro del tejido vegetal, lo que, al
igual que en N. tenuis, hace muy dificil su deteccién e identificacion. Cuando se
llegan a apreciar, se observa la ligula y su forma encorvada, con aspecto de saco.
Miden entre 0,24 y 0,97 mm de longitud (Constant et al., 1994).

Las ninfas son muy parecidas a las de N. tenuis, tanto en su color como en su
morfologia, siendo en los primeros estadios de color semitransparente o verde
muy claro, y de color verde muy brillante en los estadios tercero, cuarto y quinto,
donde se denotan los esbozos alares (Martinez-Cascales et. al., 2006).

Los adultos de M. pygmaeus son de tonos amarillentos o verdosos, tanto dorsal
como ventralmente. La cabeza, vista dorsalmente, es de silueta casi pentagonal,
siendo tipico de este género la presencia de sedas negras longitudinales, mas o
menos anchas, entre el ojo y el margen anterior del pronoto (Goula & Almoran,
1994). Miden entre 3 y 4 mm de longitud. Su cuerpo es elongado y liso, de bordes
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paralelos, y presenta un collar de color verde claro (Martinez-Cascales et. al.,
2006).

1.7.3. Importancia en control bioldgico de plagas

M. pygmaeus es un enemigo natural importante, liberado en los invernaderos de
Europa desde 1996 para el control de pequefios artrépodos plaga (Castafié et. al.,
2011; Van Lenteren, 2003a). Dentro de las principales presas de este mirido se
encuentran moscas blancas, Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci (Jaeckel
et al., 2011; Lykouressis et al., 2009; Perdikis & Lykouressis, 2000 y 2002);
pulgones como Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphidae) (Van de Kererkhove

et. al., 2011); y lepidépteros como T. absoluta (Urbaneja, 2009).

En Espafia, M. pygmaeus es también importante por encontrarse dentro del grupo
de enemigos naturales mas abundantes de T. absoluta (Urbaneja et al., 2012);
durante el invierno, M. pygmaeus se encuentra principalmente en el cultivo de
patata y en plantas no agricolas, de modo que cuando llega la primavera pasa a
colonizar cultivos como el de tomate ejerciendo entonces su accion depredadora
sobre T. absoluta (Gabarra et al., 2008). De Backer et al. (2014) realizaron una
revision de las diferentes estrategias de control de T. absoluta que utilizan M.
pygmaeus solo o en combinacion con otros agentes de CB o con productos

fitosanitarios.
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Capitulo 2. Objetivos.

El Manejo Integrado de Plagas tiene en consideracion todas las herramientas
posibles de control. Dentro de ellas se encuentra el control bioldgico, al que se
debe conceder un caracter prioritario. Frecuentemente, en la practica del control
bioldgico se utilizan enemigos naturales de naturaleza polifaga para controlar una
sola plaga, de modo que, en muchas ocasiones no se tiene en cuenta su potencial
utilizacion para el control de otros fitéfagos que también pueden ser importantes.
En este contexto, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido evaluar
el potencial de los depredadores polifagos Orius laevigatus, Anthocoris nemoralis,
Nesidiocoris tenuis y Macrolophus pygmaeus como agentes control biolégico de

Spodoptera exigua.
Los objetivos especificos han sido los siguientes:

» Evaluar la capacidad depredadora de los estadios ninfales y de los adultos
de O. laevigatus, A. nemoralis, N. tenuis y M. pygmaeus sobre huevos y
larvas de S. exigua.

» Determinar los parametros biologicos y de la tabla de vida de O. laevigatus,
A. nemoralis, N. tenuis y M. pygmaeus cuando se alimentan de huevos de

S. exigua.

» Analizar el efecto de la interaccion intragremial entre los depredadores O.
laevigatus, A. nemoralis y N. tenuis sobre su propia mortalidad y sobre su

capacidad de consumo de huevos de S. exigua.

» Determinar los efectos secundarios de los fungicidas kresoxim-metil y
trifloxistrobin sobre la mortalidad, los parametros biolégicos y los
parametros de la tabla de vida de Orius laevigatus, Anthocoris nemoralis,
Nesidiocoris tenuis y Macrolophus pygmaeus, en condiciones de

laboratorio.
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CAPITULO 3. MATERIAL Y METODOS GENERALES.

A continuacién, se describen los materiales y métodos que, de forma general, se
han utilizado en la cria de insectos y en los diferentes bioensayos. La descripcién

mas detallada de cada bioensayo se explica en el capitulo correspondiente.
3.1. Condiciones ambientales

Tanto para la cria masiva de los insectos utilizados en los bioensayos, como para
el desarrollo de los propios bioensayos, se utilizaron camaras climatizadas
programadas a una temperatura constante de 24 + 1 °C, una humedad relativa de
60 + 5 % y un fotoperiodo de 16:8 (L:O) (fig. 12). Todo ello se llevé a cabo en el
Laboratorio de Proteccion de Cultivos del Departamento de Agricultura y

Alimentacion de la Universidad de La Rioja.

Figura 12. Camara de climatizada. a) lado derecho; b) lado Izquierdo.

33



Capitulo 3

3.2. Material biolégico y su manejo

3.2.1. Cria masiva de Spodoptera exigua

Se establecié una poblacion de S. exigua a partir de 100 individuos en estado de
pupa provenientes del insectario del Departamento de Produccion Agraria de la
Universidad Publica de Navarra (Espafia). En el proceso de cria masiva, las pupas
se depositaban en recipientes cilindricos de plastico transparente, de 21 cm de
alto y 9 cm de diametro, forrados en su interior con papel de filtro. Una vez que los
adultos habian emergido, se introducian tiras de papel de filtro y pequefios
bebederos cilindricos de plastico de 1,5 cm de alto y 3 cm de didmetro, con una
solucion de miel en agua al 10%. En estos recintos tenia lugar el apareamiento y
la puesta de huevos sobre el papel de filtro (fig. 13a). Las zonas de papel donde
se hallaban los plastones de huevos se recortaban con ayuda de unas tijeras y se
depositaban en recintos de eclosién, que son recipientes prismaticos de plastico
de 17,0 x 22,0 x 3,5 cm con dos orificios de ventilacion de 2,2 cm de diametro
cubiertos con papel de filtro (fig. 13b). Cuando emergian las larvas, se colocaban
en recipientes cilindricos de plastico, de 5 cm de alto y 12 cm de diametro; estos
recipientes disponian de una base de papel filtro en su fondo y dos orificios de
ventilacion de 2,2 cm de diametro y cubiertos con papel de filtro en la tapa; se
colocaba una porcién de 1 cm?® de la dieta semisintética para noctuidos propuesta
por Poitout & Bues (1970) (fig. 13c; tabla 1). Cada tres dias, se renovaba el papel
filtro y la dieta. Cuando las larvas alcanzaban el ultimo estadio, se introducian en
recipientes de pupacioén similares a los anteriormente descritos, pero provistos de
vermiculita hasta dos tercios de su capacidad, y dos porciones de dieta de 1 cm?®
(fig. 13d), por si alguna larva necesitara seguir alimentandose antes de la
pupacion. Al cabo de cinco dias, una vez que las larvas habian pasado al estado
de pupa, éstas se extraian de la vermiculita y se depositaban en los recipientes
utilizados para la copula y la puesta de los adultos.
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Figura 13. Cria masiva de S. exigua. a) Caja para el acoplamiento y la puesta por
parte de los adultos; b) Puestas de huevos en el recinto de eclosion; ¢)

Cajas para el desarrollo del estado larvario; d) Caja de pupacion.
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Tabla 1. Composicién de la dieta artificial para noctuidos propuesta por Poitout &
Bues (1974).

Agua 779,5 ml
Agar-agar 18,3 g
Sémola de Maiz 128,4 g
Germen de trigo 32,1g
Levadura de cerveza 34,3 ¢
Formaldehido (40%) 0,5 ml
Acido ascérbico L+ 45¢g
Acido benzoico 1,39

Metil-hidroxi-4-benzoato (Nipagin®) 119

3.2.2. Cria masiva de las especies de la familia Anthocoridae

La poblacion de Orius laevigatus fue establecida a partir de insectos
comercializados por la empresa Biobest (Bélgica), mientras que la poblacion de
Anthocoris nemoralis se inicié a partir de insectos comercializados por la empresa

Bioplanet (Italia).

Para ambos depredadores se utilizd el mismo método de cria. Se realizd una
modificacion respecto al método propuesto por Schmidt et al. (1995) y Shakya et
al. (2009). Los recipientes para la cria consistieron en cajas prismaticas de plastico
transparente de 23,5 x 22,0 x 5,5 cm, provistas de 4 orificios de ventilacion de 2,2
cm de diametro, situados en la tapa y cubiertos con papel de filtro. En el interior de
cada caja se colocaba un pliego de papel de filtro doblado en zig-zag, con el
objeto de ofrecer refugio y minimizar el canibalismo habitual en estas especies.
Tras la introduccion de los adultos en las cajas de cria, se afiadia polen de flores

como complemento alimenticio, y un bebedero de agua consistente en un
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recipiente prismatico de plastico de 1 x 1 x 4,5 cm relleno de algodén sobre una
placa Petri (fig. 14a). Ademas, se colocaban dos vainas frescas de judia verde,
Phaseolus vulgaris L. (fig. 14b), como sustrato de oviposicion, que eran sustituidas
cada tres dias. Cuando se deseaba obtener huevos para establecer una nueva
caja de cria, las vainas de judia verde se colocaban dentro de la caja y sacaban
tras un periodo de 24 horas (fig.14c), y se aislaban en la nueva caja donde se
producia la eclosién de los huevos y se desarrollaban las ninfas hasta el estado
adulto. Como fuente de alimento se suministraban huevos de Ephestia kuehniella
(Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) comercializados por la empresa Biobest con

el nombre comercial de Nutrimac® (fig. 14d).

Figura 14. Cria masiva de O. laevigatus y A. nemoralis. a) Cajas de adultos con el
polen y bebederos; b) Vainas frescas de judia verde; c) Caja de adultos
con vainas de judia verde; d) Huevos de E. kuehniella.
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3.2.3. Criamasiva de las especies de la familia Miridae

La poblacion del depredador Macrolophus pygmaeus fue establecida a partir de
insectos comercializados por la empresa Bioplanet (ltalia), mientras que la de
Nesidiocoris tenuis fue establecida a partir de insectos comercializados por la

empresa Biobest (Bélgica).

El método de cria para estos depredadores fue similar al establecido
anteriormente para la cria masiva de las dos especies de antocoridos, pero no se
les suministré polen, ni tampoco bebederos, ya que, en este caso, ambos insectos
son capaces de obtener de las vainas de judia verde el agua que necesitan. Por

ello, es importante que los insectos dispongan siempre de vainas frescas (fig. 15).

Figura 15. Caja de cria con vainas de judia para la cria masiva de N. tenuis y M.

pygmaeus.
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3.3. Metodologia general para obtener los parametros de las tablas de vida

3.3.1. Tablas de vida para especies de la familia Anthocoridae

Para obtener los parametros de las tablas de vida de los dos antocoridos (fig.16),
se utilizaron individuos adultos de menos de 24 horas de edad, obtenidos a partir
de ninfas N5 que fueron individualizadas en recipientes cilindricos de plastico
transparente, de 1,5 cm de altura x 3 cm de didmetro, y que fueron alimentadas,
bien con huevos de E. kuehniella, bien con huevos de S. exigua, en funcién del
tratamiento. Una vez alcanzado el estado adulto, los individuos fueron sexados y
se formaron 20 parejas, introduciendo cada una de ellas por separado en cajas
prismaticas de plastico transparente, de 7 x 5 x 2,5 cm, provistas de un orificio de
ventilacion de 2 cm de diametro, cubierto con papel filtro. Cada dos dias, a cada
pareja se le suministraba ad libitum el alimento correspondiente (huevos de E.
kuehniella o huevos de S. exigua). Como sustrato de oviposicidon, se utilizaron
fragmentos de vainas frescas de judia verde sellados con parafina por sus
extremos. Cada 24 horas se contaba el numero de huevos puestos y el de
hembras adultas muertas, y cada 72 horas se reemplazaba el fragmento de vaina

por uno nuevo.

Para cada tratamiento se calculé la mortalidad, la fecundidad y la longevidad de
las hembras. También, se estimd el porcentaje de eclosion de los huevos, aislando
una cohorte de ellos de menos de 24 horas de edad. Ademas, se estimo el tiempo
de desarrollo y la supervivencia de la descendencia utilizando individuos
emergidos a partir de estos huevos aislados, dependiendo de cada tratamiento de
los diferentes ensayos. Para ello, tras la eclosion, las ninfas se individualizaron en
cajas de plastico cilindricas, idénticas a las antes descritas, y se alimentaron con
huevos de la presa segun fuera el tratamiento a evaluar, hasta que alcanzaron el

estado adulto.
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Introduccion de parejas Sustrato de ovoposicion

Conteo de huevos

Parametros:
» Longevidad de las hembras
» Fecundidad
» Fertilidad
* Tiempo de desarrollo de la

descendencia

Tasa intrinseca de crecimiento (rm)

Figura 16. Diagrama de metodologia de tablas de vida para O. laevigatus y A.

nemoralis.
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3.3.2. Tablas de vida para las especies de la familia Miridae

En este caso, se sigui6 una metodologia similar a la establecida para los
antocoridos. Asi, se utilizaron individuos adultos de menos de 24 horas de edad.
Para obtener los adultos, se individualizaron ninfas N5, aislandolas vy
alimentandolas en recipientes cilindricos iguales a los anteriormente descritos.
Alcanzado el estado adulto, los individuos fueron sexados y se tomaron 20
parejas, introduciendo cada una de ellas, por separado, en recipientes cilindricos
de plastico, de 5 cm de alto x 12 cm de diametro, con dos orificios de ventilaciéon
cubiertos con papel filtro (fig. 17). A cada pareja se le suministraba ad libitum,
cada dos dias, el alimento correspondiente. Se utilizaron vainas completas de
judia verde como sustrato de oviposicion. Cada 24 horas se aislaban las vainas en
vasos de plastico de 8 cm de diametro en la parte superior, 5 cm de diametro en la
parte inferior y 11 cm de algo, cerrados con tela de visillo sujeta al vaso con goma
elastica; también se tapaban con una placa de Petri de 9 cm de didmetro para
evitar la desecacion de la vaina de judia (fig. 18). Al cabo de 10 dias para el caso
de N. tenuis y de 15 para el de M. pygmaeus se anotaba el nimero de ninfas
emergidas (con esos periodos de tiempo se tenia la seguridad de que todas las
ninfas que iban a emergen lo habian hecho).

Para cada bioensayo se determiné la mortalidad y la longevidad de las hembras,
asi como el numero de ninfas emergidas, considerando este namero como
fecundidad debido a que no fue posible observar y realizar el conteo de los huevos
puestos por cada hembra, para calcular la fecundidad real, al nUmero total de
ninfas se le agregd la mortalidad existente en la puesta de huevos estimada por
Predikis & Lykouressis (2002) y Sanchez et al. (2008). Ademas, se estimé el
tiempo de desarrollo y la supervivencia de la descendencia. Para ello, se utilizé
una cohorte de ninfas de menos de 24 horas de edad que fueron individualizadas
en cajas cilindricas, de 1,5 cm de altura x 3 cm de diametro, y alimentadas con la
presa correspondiente, hasta alcanzar el estado adulto (fig. 19), el nimero de
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ninfas dependia de cada uno de los tratamientos en los diferentes ensayos

realizados.

Figura 17. Recipientes para tabla de vida

de N. tenuis y M. pygmaeus.
Figura 18. Vaina aislada después de 24

horas de exposicion al
depredador.

Figura 19. Cajas con ninfas de N. tenuis individualizadas.
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3.4. Andlisis estadisticos

Para las comparaciones de dos medias se utilizo el test t de Student para
muestras pareadas, y para las comparaciones de mas de dos medias se utilizo el
test F de Analisis de la Varianza (ANOVA), seguido del test de comparaciones
multiples de Tukey (o= 0,05), considerando la robustez respecto a las hipotesis de
normalidad y de homocedasticidad. Los test se llevaron a cabo utilizando el
programa STATGRAPHICS Centurion XVL.I.

Para obtener los pardmetros de las tablas de vida, se utiliz6 el programa r, 2.0
(Taberner et al., 1993) aplicado a los datos calculados previamente vy
considerando una ratio sexual de 0.5, de acuerdo a la proporcién de machos y
hembras observada en el desarrollo de los propios bioensayos. El andlisis de
datos fue llevado a cabo utilizando la técnica Bootstrap, realizando 21000

repeticiones, tal como sugieren Meyer et al. (1987).

Para la consideracion de la existencia de diferencias significativas entre tasas
intrinsecas de crecimiento, se empled el criterio de no solapamiento de sus
intervalos de confianza al 95 %. A partir de las tablas de vida se estimé la
supervivencia por edades (Ix), la fecundidad por edades (mx), asi como los

parametros siguientes:

Tasa intrinseca de crecimiento (r,): hembras obtenidas por hembra y unidad de

o
Z l,me "m* =1
xX=0

tiempo:

Tasa finita de incremento (1): veces que una poblacion se multiplica en la unidad
de tiempo (Birch, 1948).

A =em
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Tasa de reproduccion neta (Rp): veces que una poblaciéon se multiplica en una

Ry = z lymy
xX=0

generacion (Laughlin, 1965).

Duracién media de una generacion (T): tiempo que transcurre desde que una

generacion nace hasta el momento medio de nacimiento de toda su progenie.

T — lnRO/rm

Tiempo de duplicacién de la poblacién (DT): tiempo necesario para que una

poblacién se duplique.

DT = ln2/rm
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Capitulo 4. Capacidad depredadora y parametros de las
tablas de vida de Orius laevigatus, Anthocoris nemoralis,
Nesidiocoris tenuis y Macrolophus pygmaeus sobre

huevos y larvas de Spodoptera exigua.

4.1. Introduccién

Actualmente, el CB es una alternativa viable al uso de insecticidas (Van Lenteren,
2012), siendo, a menudo, la implementacién de agentes de CB para controlar
plagas mas rentables que el uso exclusivo del control quimico (Sampson et al.,
2009; Van Lenteren, 2003a). El éxito de esta estrategia depende de la implicacién
de los agentes de CB (depredadores, parasitoides o patégenos) en la prevencion
y/o reducciéon de altos niveles de la poblacién plaga. Los recientes éxitos
relacionados con el CB en Europa se han producido gracias al importante
desarrollo de estrategias que utiliza depredadores generalistas (Clavo et.al., 2009
y 2012), algunos de ellos capaces de alimentarse de mas de un nivel tréfico, por lo
gue son llamados omnivoros (Coll & Guershon, 2002). La eficacia que alcanzan
los diferentes agentes de CB depende de numerosos factores, muchos de ellos
relacionados con las condiciones ambientales y la interaccion entre la presa y el
depredador (Coombs & Bale, 2014; Gion et. al., 2016).

La eficacia que alcanzan los diferentes agentes de CB depende de numerosos
factores, muchos de ellos relacionados con las condiciones ambientales y la
interaccion entre la presa y agente de control (Coombs & Bale, 2014; Gion et. al.,
2016). Segun Ehler (1990), para que un enemigo natural sea eficaz como agente

de control biologico debe tener los siguientes atributos:

e Capacidad de colonizacién, que le permita seguir el ritmo espacial y

temporal del cultivo.
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e Persistencia temporal, de modo que pueda mantener su poblacion tras la
colonizacion, incluso en ausencia de la especie plaga objetivo.
e Habitos de alimentacion oportunista, que le permitan explotar rdpidamente

un recurso alimenticio, incluyendo la aparicion repentina de una plaga.

Seria deseable que los depredadores destinados al control de S. exigua tengan
estos atributos, sin embargo, la lista de los depredadores capaces de asociarse a
esta plaga no parece ser muy amplia (Ehler, 2004).

Las familias Anthocoridae y Miridae incluyen diferentes especies reconocidas
como agentes potenciales de control biolégico de plagas. De hecho, varias
especies ya han sido utilizadas con éxito aplicando una estrategia aumentativa de
CB (Ballal & Yamada, 2016; Castafié et al., 2011). Estan presentes en la mayor
parte de las regiones zoogeograficas del mundo y son capaces de alimentarse de

una amplia variedad de presas.

Debido al alto potencial que presentan O. laevigatus, A. nemoralis, N. tenuis y M.
pygmaeus como agentes de CB, utilizando una estrategia inundativa, son
numerosas las investigaciones que se han llevado a cabo para optimizar su cria
masiva, tanto sobre diferentes presas como sobre distintas dietas artificiales y
distintos ambientes (Arno et al., 2010; Bonte & De Clerg, 2008, 2009, 2010a,
2010b y 2011; Constant et al., 1994; El-Desouki et al., 1976; Nakaishi et al., 2011;
Perdiskis & Arvaniti, 2016; Perdiskis & Lykouressis, 2000, 2002; Sigsgaard, 2010;
Urbaneja et al., 2005a). Por otro lado, los depredadores generalistas son capaces
de alimentarse de un cierto rango de presas, pero el tipo de alimento influye en
diversos aspectos relacionados con su desarrollo que tienen gran importancia en
su dinamica poblacional. En este contexto, parece oportuno conocer la capacidad
depredadora de estas cuatro especies de hemipteros sobre presas alternativas a
las habitualmente utilizadas, asi como su capacidad de incremento poblacional
cuando se alimentan de ellas, lo que supone el primer paso para considerar su

posible utilizacion como agentes de CB de las mismas. La importancia de este tipo
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de estudios es mayor cuando la repercusion econdémica de la plaga utilizada como

presa es grave.

Hasta donde llega nuestro conocimiento, no se ha llevado a cabo ninguna
investigacion que haya evaluado la capacidad de consumo de huevos y larvas de
S. exigua por parte de O. laevigatus, A. nemoralis, N. tenuis y M. pygmaeus, ni
tampoco existen trabajos que determinen los valores de la tasa intrinseca de
incremento de estos depredadores cuando se alimentan de esta presa. Los
resultados de este trabajo pueden proporcionar informacién importante para
comprender su dinamica poblacional y para estimar los efectos que, a nivel

poblacional, puede tener estos depredadores sobre la presa.

4.2. Material y Métodos

4.2.1. Capacidad de consumo de huevos de Spodoptera exigua

Para evaluar la capacidad para consumir huevos de S. exigua por parte de los
estadios ninfales de cada uno de los cuatro depredadores, se individualizaron
veinte ninfas N1 de menos de 24 horas de edad en recipientes cilindricos de
plastico transparente, de 3 cm de diametro y 1,5 cm de alto, provistos de un orificio
de ventilacién en su tapa, de 1 cm de diametro, cubierto con papel de filtro (unidad
experimental). En cada recipiente se coloco un pequefio trozo de vaina de judia
con el proposito de aportar humedad (fig. 20). Cada dos dias, se introdujeron 60
huevos de S. exigua en cada una de las unidades experimentales. Cada 24 horas
se conto el numero de huevos consumidos total o parcialmente por el depredador,
hasta el término de su desarrollo ninfal. En cada conteo se anotaba el estadio

ninfal en el que se encontraban cada individuo y la mortalidad aparecida.
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Figura 20. Unidad experimental utilizada para evaluar la capacidad de consumo de
huevos de S. exigua por parte de las ninfas y los adultos de los

depredadores.

En el caso de los adultos, se individualizaron 80 ninfas N5 en unidades
experimentales idénticas a las descritas anteriormente. Cuando alcanzaron el
estado adulto, fueron sexados y se seleccionaron 20 individuos de cada sexo.
Cada individuo se mantuvo en ayunas durante un periodo de 24 horas. Trascurrido
este tiempo, se le ofrecieron 100 huevos de S. exigua cada dos dias. Cada 24
horas se contd el conteo del nimero de huevos que habian sido consumidos total
o parcialmente por cada adulto. El ensayo se prolong6é hasta el momento de su

muerte.

4.2.2. Capacidad de consumo de larvas de Spodoptera exigua

De igual forma, se estimo el consumo de larvas (L1 a L5) de S. exigua por parte
de los estadios ninfales y de los adultos de cada uno de los cuatro depredadores.
Las unidades experimentales utilizadas consistieron en cajas prismaticas de
plastico transparente, de 7 x 5 x 2,5 cm, provistas de un orificio de ventilacion
cubierto con papel de filtro. En cada unidad experimental se introducia una ninfa
(N1 a N5) de menos de 24 horas de edad o un adulto, obtenidos tal y como se ha
explicado en el punto anterior, asi como un numero suficiente y no excesivo
(acorde con su tamafo) de larvas de un estadio concreto de S. exigua, asi como

una porcion de dieta semisintética para noctuidos (fig. 21). Al cabo de 24 horas se
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anoto el numero de larvas consumidas por cada ninfa. Para cada depredador se

realizaron 20 repeticiones por estadio ninfal y adulto de cada sexo.

Figura 21. Unidad experimental utilizada para evaluar la capacidad de consumo de
larvas de S. exigua por parte de las ninfas y los adultos de los

depredadores.

4.2.3. Tablas de vida con huevos de Spodoptera exigua como presa

Para realizar los bioensayos encaminados a la obtencién de los parametros de las
tablas de vida cuando los depredadores son alimentados con huevos de S. exigua,
se utilizaron los materiales y métodos descritos en el capitulo 3 (Material y
métodos generales). Concretamente, se emplearon los recogidos en los
subapartados 3.3.1 y 3.3.2 para las especies pertenecientes a las familias

Anthocoridae y Miridae, respectivamente.

Para cada especie depredadora se realizaron dos tratamientos: 1) tratamiento de
referencia en el que los depredadores fueron alimentados exclusivamente con
huevos de E. kuehniella (considerada como presa tipo y utilizada de forma
generalizada para la cria masiva de depredadores); y 2) tratamiento en el que los
depredadores fueron alimentados Unicamente con huevos de S. exigua.
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En el apartado 3.4. Analisis estadisticos del mismo capitulo 3, se detallan los
métodos empleados para llevar a cabo el andlisis estadisticos de los resultados
obtenidos.

4.3. Resultados

4.3.1. Capacidad depredadoray tabla de vida de Orius laevigatus

Los datos de consumo de huevos de S. exigua por parte del depredador O.
laevigatus se muestran en la tabla 2. Se puede observar como los estadios
ninfales que presentan un consumo diario mayor son N3, N4 y N5 sin que haya
diferencias significativas entre ellos. Considerando el estado ninfal completo, la
media de consumo diario fue de algo mas de 7 huevos por individuo. En cuanto al
consumo total, se observa que los estadios N4 y N5 son los que mas huevos de S.
exigua consumieron, no habiendo diferencias significativas entre ellos. No se
encontraron tampoco diferencias significativas entre las ninfas N1, N2 y N3. Una
ninfa llega a consumir a lo largo de todo su desarrollo, aproximadamente, 66

huevos.

Tabla 2. Consumo diario y consumo total (mediate.t) de huevos de S. exigua por

parte de cada uno de los estadios ninfales de O. laevigatus.

Fase Consumo diario Consumo total
N1 4,0840,41 a 8,75+0,93 a
N2 5,1840,33 a 10,55+0,84 a
N3 8,30+0,77 b 9,55+1,15 a
N4 10,35+0,66 b 17,45+£1,59 b
N5 8,25+0,55 b 20,30+1,52 b
Total N 7,23+1,14 66,60+2,33

Estadisticos F=20,26, df=4 ,P<0,0001 F=17,62, df=4 ,P<0,0001
Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).
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En la tabla 3 se presentan los datos de consumo de huevos de S. exigua por parte
de los adultos de O. laevigatus. Se observa que, tanto para el consumo diario,
como para el total, las hembras llegaron a depredar un nimero significativamente
mayor de huevos que los machos. Sin considerar el sexo, un individuo adulto de
O. laevigatus consumié de media mas de 14 huevos diarios y mas de 246 durante
toda su vida.

Tabla 3. Consumo diario y consumo total (mediate.t.) de huevos de S. exigua por
parte de los adultos de O. laevigatus.

Consumo diario Consumo total Longevidad
Hembra 16,76+0,53 a 299,85+15,90 a 18,10+1,00 a
Macho 11,61+0,39 b 192,90+10,53 b 16,95+1,06 a
Adulto 14,19+2,29 246,37+53,47
Estadisticos t= 43,61, df=1, t=31,45, df=1, t=0,62, df=1,
P<0,0001 P<0,0001 P=0,4360

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test t
de Student para muestras independientes).

En la figura 22 se representan los consumos medios diario y acumulado, de
huevos de S. exigua por parte de O. laevigatus durante toda su vida. Se puede
observar como el pico maximo de consumo medio diario es de 20,75 huevos,
alcanzado dias después de la emergencia del adulto. Al analizar el consumo
medio acumulado se observa que un individuo de O. laevigatus consumié una

media de casi 370 huevos a lo largo de toda su vida.

Al evaluar el consumo de larvas de S. exigua por parte del depredador, durante un
periodo de 24 horas, se encontrd que solamente los adultos y el Ultimo estadio
ninfal eran capaces de depredarlas y, exclusivamente, larvas de primer estadio
(tabla 4). El menor consumo lo presentaron las ninfas N5, sin que se observaran
diferencias significativas entre los consumos medios de adultos machos vy

hembras.
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Figura 22. Consumo medio diario y medio acumulado de huevos de S. exigua por
parte de O. laevigatus a lo largo de su toda su vida (las flechas azules indican los

momentos medios en los que se producen las sucesivas mudas ninfales).

Tabla 4. Consumo de larvas L1 de S. exigua durante 24 horas por parte de ninfas

N5 y adultos (machos y hembras) de O. laevigatus (mediate.t.).

Fase Larvas L1 consumidas
Ninfa N5 1,15+0,21 a
Hembras 3,90+0,34 b
Machos 3,80+0,28 b

Estadisticos F=30,97, df=2 P<0,0001

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).

En la tabla 5 se observan los valores obtenidos para el periodo de preoviposicion,
fecundidad, fertilidad y longevidad de las hembras de O. laevigatus cuando son
alimentadas, exclusivamente, con huevos de S. exigua o de E. kuehniella. Para
todos estos parametros se obtuvieron diferencias significativas segun el huésped.
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El periodo de preoviposicion y la longevidad de las hembras fue significativamente
superior cuando la dieta fue a base de huevos de S. exigua, mientras que el
namero total de huevos puestos por hembra y el porcentaje de eclosion de estos
huevos fue superior cuando el depredador se aliment6 de huevos de E. kuehniella.

La ratio sexual obtenida fue similar en ambos tratamientos.

Tabla 5. Parametros biolégicos de los adultos de O. laevigatus (mediate.t.) en

funcion del tipo de presa: huevos de S. exigua o huevos de E. kuehniella.

Tipo de presa

Parametro E. kuehniella S. exigua Estadisticos
Periodo de 3,42+0,50 a 5,36+0,40 b t= 3,21, df=1, P=0,0002
preoviposicién (dias)

Huevos totales por 108,23+7,10a 88,57+13,60b  t=1.98, df=1, P=0,02115
hembra

Huevos eclosionados (%) 89,79+1,35a 72,95+3,62 b t=4.21, df=1, P=0,0071
Longevidad (dias) 28,8+1,29 a 30,89+3,70 b t= 6,72, df=1, P=0,0125
Ratio sexual 0,54 0,56

Dentro de la misma fila, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferente. (P<0.05; test t de
Student para muestras independientes).

En la tabla 6 se muestra el tiempo de desarrollo de cada estado inmaduro y la
duracion total de huevo a adulto, asi como la mortalidad, de la progenie de O.
laevigatus en funcion del tipo de presa suministrada (huevos de E. kuehniella o
huevos de S. exigua). Se observa que la duracion media del desarrollo de los
huevos no muestra diferencias significativas entre los dos tipos de dieta. Por otra
parte, las ninfas emergidas de estos huevos y alimentadas con huevos de S.
exigua tardaron en alcanzar el estado adulto significativamente mas tiempo que
las alimentadas mediante huevos de E. kuehniella. Por este motivo, al comparar el
tiempo total de desarrollo de la etapa inmadura de O. laevigatus se observa que la
dieta basada en huevos de S. exigua lo prolonga en casi un dia con respecto a la
dieta basada en huevos de E. kuehniella.

Ademas, sobre la dieta a base de huevos de S. exigua se observo una mayor
mortalidad del estado ninfal y, sobre todo, del estado de huevo en el que fue unas
2,6 veces superior a la registrada cuando la alimentacion suministrada a los

adultos progenitores consistié en huevos de E. kuehniella.

53



Capitulo 4

Tabla 6. Duracioén del desarrollo (mediate.t.) y mortalidad en la etapa inmadura de
la descendencia de hembras de O. laevigatus alimentadas con una dieta a base

de huevos de S. exigua o E. kuehniella.

Huevo Ninfa Total huevo a adulto
Presa E. kuehniella S. exigua E. kuehniella S. exigua E. kuehniella S. exigua
Dias 3.01+0.05a 3.51+0.06 a 10.62+0.13a 11.15+0.15b 13.83x0,9a 14,61+1.13b
Estadisticos t=19.61, df=1, P<0.001 t= 30.09, df=1, P=0.0375 t=1.29, df=1, P=0.0018
%mortalidad  10.21+0.75a  27.05+1.04b  11.45+0.98 a 13.33+1.79b 21.66+2.15a 40.38+3.01 b
Estadisticos t= 47.82 df=1, P<0.001 t= 53.28, df=1, P=0.001 t=42.82 df=1, P<0.001

Dentro de la misma fila y fase de desarrollo, medias seguidas de la misma letra no son significativamente
diferentes. (P<0.05; test t de Student para muestras independientes).

En la tabla 7 se muestran los parametros de las tablas de vida de O. laevigatus
obtenidos para cada tipo de presa. No se encontraron diferencias significativas en
la rn, ya que se solapan sus intervalos de confianza. Ademas, el resto de
parametros fue similar en ambos tratamientos, excepto para la tasa de
reproduccion neta, que fue inferior en el caso de huevos de S. exigua, y para la

duracion media de una generacion, que fue mayor en este Ultimo caso.

Tabla 7. ParAmetros de la tabla de vida de O. laevigatus en funcién del tipo de

dieta: huevos de S. exigua o huevos de E. kuehniella.

Tipo de presa

Paradmetro E. kuehniella S. exigua
Tasa intrinseca de crecimiento (rm) 0.1147+0.005a 0.1127+0.008 a
(IC 95 %)* (0.1027-0.1268) (0.0977-0.1298)
Tasa de reproduccion neta (Ro) 40.7368 22.9895
Duracion media de generacion (T) (dias) 32.3202 27.8175
Tasa finita de incremento (A) 1.1216 1.1205
Tiempo de duplicacion (TD) (dias) 6.0431 6.0962

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (criterio del solapamiento
de los limites fiduciales de los intervalos de confianza de las rp).
* |C: Intervalo de confianza para la r,, al 95%

4.3.2. Capacidad depredadoray tabla de vida de Anthocoris nemoralis

En la tabla 8 se presentan los consumos medios diario y total de las ninfas de A.
nemoralis sobre huevos de S. exigua. Respecto al consumo medio diario, los
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estadios N4 y N5 son los que presentan un valor significativamente mayor. Por
otro lado, se observa también como una ninfa consume una media ligeramente
superior a los 13 huevos por dia desde su emergencia hasta adulto. En cuanto al
consumo medio total, son de nuevo las ninfas N4 y N5 las que presentan valores
significativamente mayores. A su vez, el estado ninfal consumi6 una media de algo

mas de 162 huevos durante todo su desarrollo.

Tabla 8. Consumo diario y consumo total (mediate.t) de huevos de S. exigua por

parte de cada uno de los estadios ninfales de A. nemoralis.

Fase Consumo diario Consumo total
N1 5,55+0,51 a 12,05+1,32 a
N2 11,89+0,75b 23,791,500 b
N3 13,59+1,18 b 26,21+2,63 b
N4 19,96+1,32 ¢ 42,05+3,05 ¢
N5 17,91+0,67 ¢ 58,00+3,73 c
Total N 13,78+2,52 162,58+6,79

Estadisticos F=35,89, df=4 ,P<0,0001 F=46,70, df=4 ,P<0,0001
Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).

No se observaron diferencias significativas entre machos y hembras adultos de A.
nemoralis en cuanto a su consumo medio diario de huevos de S. exigua (tabla 9),
de modo que el adulto consumié 18,45 huevos/dia de media. Sin embargo, las
hembras adultas se alimentaron de un numero significativamente mayor de
huevos del noctuido que los machos. Considerando machos y hembras juntos, un
adulto de A. nemoralis consumié una media de 268,35 huevos de S. exigua

durante toda su vida.

En la figura 23 se representan los consumos medios diario y acumulado de
huevos de S. exigua por parte de A. nemoralis a lo largo de toda su vida. Se
puede observar como aparecen dos picos maximos de consumo medio diario
(27,11 y 27,65 huevos, por parte de ninfas N5 y adultos, respectivamente). Por
otra parte, al analizar el consumo medio acumulado se observa que un individuo
de A. nemoralis se aliment6 de, aproximadamente, 531 huevos a lo largo de toda

su vida.
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Tabla 9. Consumo diario y consumo total (mediate.t.) de huevos de S. exigua por

parte de los adultos de A. nemoralis.

Consumo diario Consumo total Longevidad
Hembra 19,69+1,70 a 315,10+27,98 a 15,90+£1,29 a
Macho 17,26%£1,42 a 221,60+£14,04 b 13,55+0,72 a
Adulto 18,45+1,21 268,35+21,13
Estadisticos t=1,21, df=1, t=8,92, df=1, t=2,52, df=1,
P=0,2783 P<0,0049 P=0,1207

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes
(P<0.05; test t de Student para muestras independientes). (P<0.05; test t de Student para muestras
independientes).
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Figura 23. Consumo medio diario y medio acumulado de huevos de S. exigua por
parte de A. nemoralis a lo largo de su toda su vida (las flechas azules indican los

momentos medios en los que se producen las sucesivas mudas ninfales).

Con respecto al consumo de larvas de S. exigua por parte de A. nemoralis, se
encontré que solamente el estadio ninfal N5 y en el estado adulto llegaron a
consumir larvas y solamente las de primer estadio. En la tabla 10 se observa como

el estadio ninfal N5 consumié significativamente menos larvas que los adultos y
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gue las hembras depredadron de un numero significativamente mayor que los

machos.

Tabla 10. Consumo de larvas de L1 de S. exigua durante 24 horas por parte de
ninfas N5 y adultos (machos y hembras) de A. nemoralis (mediaze.t.).

Fase Larvas L1 consumidas
Ninfa N5 1,35+0,22 a
Hembras 4,55+0,20 c
Machos 2,15+0,25 b

Estadisticos F=54.,46, df=2 P<0,0001

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).

Los parametros biologicos obtenidos para los adultos de A. nemoralis alimentados
con huevos de S. exigua y E. kuehniella se presentan en la tabla 11. Se observa
como el tipo de presa afectd significativamente a todos ellos, siendo menor el
tiempo de preoviposicion en el caso de la dieta basada en huevos de E.
kuehniella. EI nimero de huevos totales puesto por hembra, su porcentaje de
eclosion y la longevidad de los adultos fueron significativamente menores cuando

la presa fue S. exigua. La ratio sexual fue muy similar en ambos casos.

Tabla 11. Parametros biolégicos de los adultos de A. nemoralis (mediaze.t.) en

funcién del tipo de presa: huevos de S. exigua o huevos de E. kuehniella.

Tipo de presa

Parametro E. kuehniella S. exigua Estadisticos
Periodo de preoviposicion 5,50+0,50 a 7,00£0,38 b t=11,11, df=1, P=0,0020
(dias)

Huevos totales por 85,67+13,00 a 65,80+8,97 b t=1,29, df=1, P=0,0262
hembra

Huevos eclosionados (%) 93,64+0,75 a 86,25+6,80 b t=7,03, df=1, P=0,0116
Longevidad (dias) 27,90£1,57 a 23,75£1,02 b t=4,91, df=1, P=0,0328
Ratio sexual 0,47 0,42

Dentro de la misma fila, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test t de
Student para muestras independientes).

La duracion del desarrollo de la progenie de A. nemoralis se vio afectada por el

tipo de dieta consumida por los adultos progenitores (tabla 12). Asi, los huevos
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puestos por hembras alimentadas con huevos de S. exigua tardaron
significativamente mas tiempo en eclosionar que los puestos por hembras
alimentadas con huevos de E. kuehniella. Del mismo modo, el porcentaje de
mortalidad de los huevos fue diferente, siendo mayor en el caso de la dieta a base
de huevos S. exigua. Sin embargo, el tiempo de desarrollo ninfal no se vio
afectado significativamente por el tipo de presa, pero si la mortalidad, que fue
mayor en el caso de las que procedian de adultos alimentados con huevos de S.
exigua. Al comparar el tiempo total de desarrollo, desde huevo hasta adulto, se
observa una ligera diferencia, siendo menor en el caso de la dieta basada en
huevos de S. exigua. La mortalidad total fue mayor en el caso de la dieta a base

de huevos de S. exigua.

Tabla 12. Duracién del desarrollo (mediaze.t.) y mortalidad en la etapa inmadura
de la descendencia de hembras de A. nemoralis alimentadas con una dieta a base

de huevos de S. exigua o E. kuehniella.

Huevo Ninfa Total huevo a adulto
Presa E. kuehniella  S.exigua E. kuehniella S. exigua E. kuehniella S. exigua
Dias 2,60+0,06 a 3,11+0,06 b 14,56+0,09a 14,60+0,21a 17,14+0,08a 16,60+0,21b
Estadisticos t=20,61, df=1, P<0,0001 t=0.04, df=1, P=0,8993 t=6,45, df=1, P=0,0126
%mortalidad  6,36+0,39a 13,75+0,3b 15,00+0,91a 26,08+0,61b 23,27+t035a 36,25+0,63 b
Estadisticos t=163,58, df=1, P=0,0002 t=101,81, df=1, P=0,0005 t= 408,44, df=1, P<0,0001

Dentro de la misma fila y fase de desarrollo, medias seguidas de la misma letra no son significativamente
diferentes. (P<0.05; test t de Student para muestras independientes).

Los parametros de la tabla de vida de A. nemoralis en funcion de los dos tipos de
alimentacion se presentan en la tabla 13. Puede observarse como la tasa
intrinseca de crecimiento (rm) no presenta diferencias significativas entre ambos
tratamientos, resultando ser también similares el resto de parametros, excepto en

la tasa de reproduccion neta, que fue inferior en el caso de huevos de S. exigua.
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Tabla 13. Parametros de la tabla de vida de A. nemoralis en funcién del tipo de

presa: huevos de S. exigua o huevos de E. kuehniella.

Tipo de presa

Parametro E. kuehniella S. exigua
Tasa intrinseca de crecimiento (rm) 0,1271+0,005a 0,1126+0.005 a
(IC 95 %)* (1,1159-0,1384) (0,1009-0,1243)
Tasa de reproduccion neta (Ro) 30,9382 20,9737
Duracion media de generacion (T) (dias) 27,0022 27,0272
Tasa finita de incremento (A) 1,1356 1,1192
Tiempo de duplicacion (TD) (dias) 5,4535 6,1558

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (criterio del solapamiento
de los limites fiduciales de los intervalos de confianza de las rn).
*|C: Intervalo de confianza para la ry, al 95%

4.3.3. Capacidad depredadora y tabla de vida de Nesidiocoris tenuis

Los consumos obtenidos para las ninfas de N. tenuis cuando se alimentaron con
huevos de S. exigua se presentan en la tabla 14. Puede observarse como las
ninfas N1 son las que presentaron un consumo significativamente menor,
seguidas de las ninfas N2, ninfas N3, y por ultimo los estadios N4 y N5, entre los
gque no aparecieron diferencias significativas. Considerando toda su vida, las
ninfas de N. tenuis cosumen una media de 8,39 huevos de S. exigua por dia.
Respecto al consumo medio total, el comportamiento por estadios ninfales fue
parecido al consumo diario, aunque con ligeras diferencias. El consumo medio

total de una ninfa de N. tenuis resulto ser de 125,73 huevos de S. exigua.

Tabla 14. Consumo diario y consumo total (mediate.t) de huevos de S. exigua por

parte de cada uno de los estadios ninfales de N. tenuis.

Fase Consumo diario Consumo total
N1 1,84+0,97 a 6,31+0,97 a

N2 5,33+0,50 b 14,31+1,46 b
N3 9,90+0,47 c 25,84+9,90 c
N4 11,71+0,48 d 28,21+1,61 c
N5 13,15+0,45 d 51,05+2,96 d
Total N 8,39+2,09 125,73+7,59

Estadisticos F=81,32, df=4 ,P<0,0001  F=37,76, df=4 ,P<0,0001
Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test de
ANOVA y de Tukey HSD).

59



Capitulo 4

Los valores del consumo de huevos de S. exigua por parte de los adultos de N.
tenuis se recogen en la tabla 15. En el caso del consumo medio diario no se
observaron diferencias significativas entre machos y hembras, cosa que si se
observé cuando se tuvo en cuenta el consumo medio total, en cuyo caso las
hembras se alimentaron de un numero de huevos de S. exigua mayor que los
machos. Sin hacer diferenciacion entre sexos, un adulto de N. tenuis consumio

una media de 12,18 huevos por dia y de 319,82 a lo largo de toda su vida.

Tabla 15. Consumo diario y consumo total (mediate.t.) de huevos de S. exigua por

parte de los adultos de N. tenuis.

Consumo diario Consumo total Longevidad
Hembra 13,43+0,58 a 407,00£29,21 a 30,10+£1,80 a
Macho 10,93+0,37 a 232,65+19,03 b 22.40+1,97 b
Adulto 12,18+1,24 319,82+87,17
Estadisticos t= 12,96, df=1, t=25,01, df=1, t=8,32, df=1,
P=0,0901 P<0,0001 P=0,0064

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test t de Student para muestras independientes).

En la figura 24 se representan los consumos medios diario y acumulado de
huevos de S. exigua por parte de N. tenuis durante toda su vida Se puede
observar cdmo aparecen dos picos maximos de consumo medio diario (17,50 y
17,01, ambos en la primera etapa del estado adulto). Cuando se analiza el
consumo medio acumulado, se observa como un individuo de N. tenuis consumié

una media de mas de 623 huevos a lo largo de toda su vida.

Como se muestra en la tabla 16, solo las ninfas N5 y los adultos de N. tenuis
fueron capaces de consumir larvas L1 de S. exigua, y solo los adultos depredaron
larvas L2. Puede observarse como las ninfas N5 del mirido consumieron
significativamente menos larvas L1 que los adultos, siendo las hembras adultas
las que mas consumieron. Por otro lado, fueron también las hembras del
depredador las que consumieron un numero significativamente mayor de larvas L2

gue los machos.
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Figura 24. Consumo medio diario y medio acumulado de huevos de S. exigua por

parte de N. tenuis a lo largo de su toda su vida (las flechas azules indican los

momentos medios en los que se producen las sucesivas mudas ninfales).

Tabla 16. Consumo de larvas L1 y L2 de S. exigua durante 24 horas por parte de

ninfas N5 y adultos (machos y hembras) de N. tenuis (mediate.t.).

Fase Larvas consumidas L1* Larvas consumidas L2**
Ninfa N5 1,75+0,28 a _

Hembras 7,25+0,37 b 1,70+0,27 a
Machos 5,80+0,48 ¢ 0,90+0,23 b

Estadisticos F=54,91, df=2 P<0,0001 t= 15,37, df=1, P=0,0004

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
*(P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).
**(P<0.05; test t de Student para muestras independientes).

En la tabla 17 aparecen los parametros biolégicos calculados para los adultos de
N. tenuis alimentados con los dos tipos de presa. Se observa que no hubo

diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los parametros
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evaluados. Hay que recordar que para este depredador no fue posible estimar el
porcentaje de huevos eclosionados, tal como se justificO en el apartado de
material y métodos correspondiente (capitulo 3).

Tabla 17. Parametros biolégicos de los adultos de N. tenuis (mediate.t.) en

funcién del tipo de presa: huevos de S. exigua o huevos de E. kuehniella.

Tipo de presa

Parametro E. kuehniella S. exigua Estadisticos
Periodo de preoviposicion 5,82+0,37 a 5,44+0,48 a t=0,41, df=1, P=0,5257
(dias)

Ninfas totales por hembra 50,35+10,61a 62,30+11,70a t=0,57,df=1, P=0,4541
Longevidad (dias) 20,90+1,80 a 19,65+1,37 a t=0,30, df=1, P=0,5842
Ratio sexual 0,47 0,47

Dentro de la misma fila, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05;
test t de Student para muestras independientes).

Al evaluar el tiempo de desarrollo de la progenie procedente de adultos de N.
tenuis alimentados con los dos tipos de presa (tabla 18), se observa que no hubo
diferencias significativas ni para el estado de huevo, ni para el de ninfa, ni para el
desarrollo total del periodo inmaduro (huevo-adulto). Por el mismo motivo antes
sefialado, no se pudo calcular el porcentaje de mortalidad de los huevos ni, por
tanto, el porcentaje de mortalidad total desde huevo a adulto. Sin embargo, se
observa que el porcentaje de mortalidad obtenido para el estado ninfal fue similar

para ambos tipos de dieta.

Tabla 18. Duracion del desarrollo (mediaze.t.) y mortalidad en la etapa inmadura
de la descendencia de hembras de N. tenuis alimentadas con una dieta a base de

huevos de S. exigua o E. kuehniella.

Huevo Ninfa Total huevo a adulto
Presa E. kuehniella  S.exigua E. kuehniella S. exigua E. kuehniella S. exigua
Dias 5,60+0,07a 5,91+0,06 a 14,56+0,09a 14,90+0,13a 20,14+0,08a 20,48+0,21 a
Estadisticos t=6,79, df=1, P=0,1003 t= 3,70, df=1, P=0,0566 t=3,90, df=1, P=0,0502
%mortalidad - - 14,94+0,58 a 12,64+0,44 a - -
Estadisticos t= 2,06, df=1, P=0,2244

Dentro de la misma fila y fase de desarrollo, medias seguidas de la misma letra no son significativamente
diferentes. (P<0.05; test t de Student para muestras independientes).

62



Capitulo 4

Se obtuvieron aproximaciones de los parametros de la tabla de vida de N. tenuis
en funcién de los datos que fue posible obtener en el bioensayo y haciendo
estimaciones para los datos faltantes (fecundidad real, fertilidad y mortalidad de la
descendencia) de acuerdo a lo sefialado en material y métodos generales
(capitulo 3). Para calcular la fecundidad real, al nimero total de ninfas emergidas
se le agreg6 la mortalidad estimada para huevos de N. tenuis por Predikis &
Lykouressis (2002) que fue de 10%. En la tabla 19 se recogen los pardmetros
calculados de la tabla de vida. Puede observarse como no existen diferencias
significativas en la tasa intrinseca de crecimiento (rn) y cémo el resto de los
parametros calculados presentan valores muy similares para ambos tipos de

presa.

Tabla 19. Pardmetros de la tabla de vida de N. tenuis en funcién del tipo de presa:

huevos de S. exigua o huevos de E. kuehniella.

Tipo de presa

Paradmetro E. kuehniella S. exigua
Tasa intrinseca de crecimiento (rm) 0,1216+0,007a 0,1277+0.007 a
(IC 95 %)* (0,1052-0,1381) (0,1046-0,1368)
Tasa de reproduccion neta (Rp) 22,0552 27,9739
Duracion media de generacion (T) (dias) 25,4403 26,0867
Tasa finita de incremento (A) 1,1294 1,1283
Tiempo de duplicacion (TD) (dias) 5,7002 5,7427

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (criterio del solapamiento
de los limites fiduciales de los intervalos de confianza de las rn).
* |C: Intervalo de confianza para la r,, al 95%

4.3.4. Capacidad depredadora de Macrolophus pygmaeus

En la tabla 20 se presentan los consumos medios diario y total de huevos de S.
exigua obtenidos para ninfas de M. pygmaeus. Puede observarse que N3, N4 y N5
fueron los estadios ninfales que mas huevos consumiron diariamente. Lo mismo
ocurrié en cuanto al consumo medio total, solo que, en este caso, las ninfas N5
presentaron el mayor consumo. Una ninfa del mirido consumié una media de 8,06

huevos de S. exigua por dia 'y de 146,15 durante todo su periodo ninfal.
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Tabla 20. Consumo diario y consumo total (mediate.t) de huevos de S. exigua por

parte de cada uno de los estadios ninfales de M. pygmaeus.

Fase Consumo diario Consumo total
N1 5,20+0,33 a 19,15+1,89 a
N2 6,67+0,41 a 19,04+2,02 a
N3 9,31+0,92 b 28,50+3,36 b

N4 9,80+1,18 b 30,55+3,80 b
N5 9,92+1,11b 48,5545,23 ¢
Total N 8,06+1,00 146,15+5,35

Estadisticos F=6,57, df=4 ,P=0,0001 F=11,78, df=4 ,P<0,0001
Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).

Un adulto de M. pygmaeus consumié una media de 12,81 huevos de S. exigua por
dia y de 268,92 durante toda su etapa adulta. Al diferenciar el consumo entre
machos y hembras se observa que no hubo diferencias significativas entre ambos
sexos respecto al consumo medio diario, pero si respecto al consumo medio total,

siendo superior en las hembras (tabla 21).

Tabla 21. Consumo diario y consumo total (mediate.t.) de huevos de S. exigua por

parte de los adultos de M. pygmaeus.

Consumo diario Consumo total Longevidad
Hembra 11,70+0,42 a 297,05+£14,36 a 26,00+£1,35 a
Macho 13,9242 47 a 240,80+7,53 b 22,40£1,97 a
Adulto 12,81+1,10 268,92+28,12
Estadisticos t= 0,78, df=1, t=12,03, df=1, t=2,08, df=1,
P=0,3820 P=0,0013 P=0,1577

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test t de Student para muestras independientes).

En la figura 25 se representan los consumos medios diario y acumulado de
huevos de S. exigua durante toda la vida de un individuo de M. pygmaeus. Se
puede observar cOmo aparece un pico maximo de consumo medio diario de 18,75
huevos, alcanzado pocos dias después de la emergencia del estado adulto. Al
analizar el consumo medio acumulado se observa que un individuo de M.

pygmaeus consume una media de casi 477 huevos a lo largo de toda su vida.
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Figura 25. Consumo medio diario y medio acumulado de huevos de S. exigua por
parte de M. pygmaeus a lo largo de su toda su vida (las flechas azules indican los

momentos medios en los que se producen las sucesivas mudas ninfales).

Solamente las larvas de primer estadio de S. exigua pudieron ser depredadas por
M. pygmaeus y, unicamente, cuando el depredador se encontraba en el estadio
ninfal N5 y en el estado adulto. El consumo resultd ser significativamente mayor
para los adultos respecto a las N5, sin que se observaran diferencias significativas

entre machos y hembras (tabla 22).

Tabla 22. Consumo de larvas L1 de S. exigua durante 24 horas por parte de las

ninfas N5 y los adultos (machos y hembras) de M. pygmaeus (mediaze.t.).

Fase Larvas L1 consumidas
Ninfa N5 2,35+0,45 a
Hembras 6,80+063 b
Machos 5,80+0,67 b
Estadisticos F=13,96, df=2 P<0,0001

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).
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La metodologia utilizada para la obtencion de los parametros bioldgicos y
poblacionales en el caso de los miridos estudiados en el presente trabajo, no
funciond correctamente con M. pygmaeus, por lo que no fue posible obtenerlos.
Esto se debi6 a que esta especie presenta un largo periodo a 24° C (Martinez-
Garcia et al., 2017) y la vaina de judia se deterioraba antes de que los huevos
eclosionaran en las condiciones del bioensayo. Si que fue posible calcular la
longevidad de las hembras, la cual resultd6 ser de 29,00+1,50 dias cuando se
alimentaron de huevos de S. exigua y de 28,80+1,11 dias cuando lo hicieron de
huevos de E. kuehniella, sin que entre ambas medias hubiese diferencias
significativas (t=0,01, df=1, P=9388).

4.4. Discusion

Los estadios ninfales N4 y N5 de O. laevigatus, A. nemoralis, N. tenuis y M.
pygmaeus son los que consumen significativamente mas presa cuando son
alimentados con huevos de S. exigua respecto a los estadios mas jovenes,
seguramente debido a su tamafio notablemente mayor, lo que exige una mas alta
ingesta de nutrientes. A. nemoralis fue la especie que depredé el mayor consumo
de huevos por parte de sus ninfas, tanto diario como total, mientras O. laevigatus
fue la especie que menos consumio. Por otra parte, en los cuatro depredadores
las hembras adultas consumieron mas huevos de S. exigua que los machos. Esta
diferencia no es explicada por una mayor longevidad de las hembras en el caso de
O. laevigatus, A. nemoralis, y M. pygmaeus, debido a que no se encontraron
diferencias significativas respecto a este parametro Sin embargo, en el caso de N.
tenuis este incremento podria estar influenciado por este parametro, ya que las
hembras son mas longevas que los machos. Posiblemente, las hembras tengan
mayores necesidades nutricionales al tener que producir huevos. En el caso de los
adultos, N. tenuis fue la especie que mayor cantidad total de huevos consumio

(entre 50 y 73 huevos mas que las otras especies).
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Si analizamos el consumo total de huevos de S. exigua por parte de un individuo a
lo largo de toda su vida, el depredador mas voraz es N. tenuis (623 huevos) y el
gue menos consume es O. laevigatus (369 huevos). N. tenuis es capaz de
consumir entre 92 y 254 huevos mas que las otras tres especies, por lo tanto, en

principio seria la especie mas eficaz para controlar esta plaga.

En la bibliografia apenas existen estudios sobre la capacidad de consumo de
huevos de noctuidos por parte de estos depredadores. Asi, Pérez-Guerrero et al.
(2015) estudian el consumo de adultos O. laevigatus sobre huevos de Helicoverpa
armigera (Hutbner, 1808) y encuentran una tasa de consumo diario inferior a la
observada en este estudio sobre S. exigua. En el caso de N. tenuis y M.
pygmaeus, los estudios sobre huevos de lepidopteros se han centrado en otras
familias, como Tuta absoluta y E. kueniella (Chailleux et al., 2014; Molla et al.,
2009; Nannini, 2009 Urbaneja et al., 2009 y 2012), mientras que los estudios con
A. nemoralis, al tratarse de un depredador con un alto potencial de consumo de
psilidos, se han centrado en este grupo de (Emami, 2017; Emami et al., 2014;
Sigsgaard. 2010; Sigsgaard et al., 2006; Solomon et al., 2000). Por otra parte,
Ehler (2004) evalué la capacidad de consumo de huevos de S. exigua de ninfas
N5 y adultos de Orius tristicolor (White, 1987) y obtuvo consumos medios diarios
muy proximos a los encontrados para O. laevigatus, N. tenuis y M. pygmaeus.
Este mismo autor, encontré que otros hemipteros, como Lygus hesperus Knight,
1917 (Miridae) y Nabis americoferus Carayon, 1961 (Nabidae), son capaces de
consumir una media de 40 huevos del noctuido en 48 horas, resultado casi similar
al de A. nemoralis, pero superior al de los otros tres depredadores estudiados en

este trabajo.

Con respecto al consumo de larvas de S. exigua, los cuatro depredadores fueron
capaces de alimentarse de larvas L1, pero solo las ninfas N5 y los adultos. El
adulto de N. tenuis también lo hizo de larvas L2. Parece logico pensar que la
diferencia de tamafo entre el depredador y la presa sea la causa de este

comportamiento, ya que la mayoria de los depredadores solo pueden manejar
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presas que son iguales o mas pequefias que ellos (Symondson et al., 2002).

Fueron los dos miridos los que atacaron a un mayor numero de larvas.

También son muy escasos los estudios sobre el consumo de larvas de
lepidépteros que existen de estos depredadores. Por ejemplo, Rim et al. (2015)
evaluaron el potencial depredador de N. tenuis sobre larvas de Spodoptera litura
(Fabricius, 1775) concluyendo que, tras 24 horas de interaccion, el depredador
llegaba a consumir una media de 15 larvas L1 y 9 larvas L2, consumo superior al
obtenido en nuestro. Por su parte, Isenhour et al. (1990) evaluaron la capacidad
depredadora de adultos de otra especie de Orius, O. insidiosus, sobre larvas de
Spodoptera frugiperda encontrado consumos préximos a los hallados en este

estudio para los dos antocoridos.

Cuando adultos O. laevigatus, A. nemoralis y N. tenuis fueron alimentados con
una dieta basada exclusivamente en huevos de S. exigua, solamente los
antocéridos arrojaron diferencias en sus parametros biolégicos al comparar con
una dieta exclusiva de huevos de E. kuehniella. Asi, se prolongé el periodo de
preoviposicion y se redujo la fecundidad y el porcentaje de eclosion de los huevos.
Sin embargo, Bonte & De Clerq (2008) encontraron un periodo de preoviposicion
de O. laevigatus, cuando se alimentdé con huevos de E. kuehniella, similar al
registrado en este estudio con huevos de S. exigua. Por otra parte, Ferkovich et al.
(1997) observaron que la fecundidad de las hembras de O. insidiosus fue mayor
cuando se aliment6 con huevos de E. kuehniella, que cuando lo hacian de huevos
de S. frugiperda, habiendo una correlacion positiva con el contenido de proteina
del huevo. En cuanto al porcentaje de eclosion, Bonte y De Clerq (2008) publican
valores muy similares a los aqui obtenidos utilizando como dieta huevos del
piralido, mientras que los resultados aportados por Ferkovich et al. (2007) son
coincidentes con los nuestros, pero para la especie O. insidiosus. En el caso de N.
tenuis, los resultados de obtenidos de longevidad son bastante coincidentes con

los aportados por Molla et al. (2009).
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Con respecto a la progenie procedente de los adultos sometidos a ambos tipos de
dieta, se observé el mismo efecto, de modo que la dieta basada en huevos de S.
exigua aumento el tiempo de duracion total del desarrollo y la mortalidad en los
dos antocoridos. Algunos autores han evaluado la duracion del tiempo de
desarrollo de O. laevigatus. En algunos casos los valores que obtienen son muy
similares los registrados en este estudio (Bonte & De Clerqg, 2010b; Arné et al.,
1998), pero en otros son relativamente diferentes (Cocuzza et al., 1997; Sanchez
& Lacasa, 2006), lo que puede ser achacado a diferentes aspectos, como distinto
tipo de dieta y/o distinto origen de las poblaciones del depredador. En relacién con
la duracion del desarrollo de N. tenuis, los resultados obtenidos son mas o menos
coincidentes con los de otros autores (Urbaneja et al. 2005b; Martinez-Garcia et
al., 2016; Perdikis & Arvaniti, 2016).

Finalmente, O. laevigatus, A. nemoralis y N. tenuis no mostraron diferencias
significativas en sus tasas intrinsecas de crecimiento (rm) cuando fueron
alimentados con huevos de S. exigua o huevos de E. kuehniella. Ademas, las
tasas calculadas son similares entre las tres especies. No hemos encontrado, en
la bibliografia, estudios relacionados con tablas de vida de A. nemoralis, sin
embargo, si existen estudios sobre O. laevigatus y N. tenuis. Asi, en el caso de O.
laevigatus, Tommasini et al. (2004) obtienen tasas inferiores a las obtenidas por
nosotros cuando la presa consistio en adultos de F. occidentalis y en huevos de E.
kuehniella (0,097 y 0,080, respectivamente). Por su parte, Molla et al. (2009)
obtuvieron un valor de 0,112 cuando N. tenuis se alimentd de huevos E.
kuehniella, muy similar al encontrado en este estudio, sin embargo, la rmy

disminuyo hasta 0,089 cuando su dieta consistié huevos de T. absoluta.

De acuerdo con los datos de consumo de huevos y larvas de S. exigua por parte
de los depredadores evaluados en este trabajo, y de las tasas intrinsecas de
crecimiento de O. laevigatus, A. nemoralis, N. tenuis cuando se alimenta de
huevos del noctuido, se puede considerar que son buenos candidatos potenciales
para ser incluidos en programas de CB de S. exigua, especialmente N. tenuis. Sin
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embargo, es necesario llevar a cabo mas investigaciones, sobre todo de campo,
para determinar con mayor precision el potencial de cada depredador y poder

implementar su uso a nivel practico.

4.5. Conclusiones

e Todos los estadios ninfales y los adultos de O. laevigatus, A. nemoralis, N.
tenuis y M. pygmaeus fueron capaces de depredar huevos de S. exigua.

e La especie que consume un mayor numero de huevos de S. exigua a lo
largo de toda su vida es N. tenuis, y la que menos O. laevigatus.

e Solo las ninfas N5 y los adultos de los cuatro depredadores estudiados
fueron capaces de consumir larvas de primer estadio de S. exigua. Por otra
parte, solo los adultos de N. tenuis fueron capaces de depredar larvas de
segundo estadio del noctuido.

e Una dieta basada exclusivamente en huevos de S. exigua no implica una
reduccion de la tasa intrinseca de crecimiento (r,,) de los depredadores O.
laevigatus, A. nemoralis y N. tenuis en comparacion con una dieta basada
en huevos de E. kuehniella, a pesar de que algunos parametros bioldgicos
se vean ligeramente afectados.

e En términos generales, considerando la capacidad de consumo de huevos
y larvas de S. exigua, y teniendo en cuenta su capacidad de incremento
poblacional (en su caso), los cuatro depredadores, y en especial N. tenuis,
son candidatos potenciales para actuar como agentes de control biologico

de S. exigua.
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Capitulo 5. Evaluacién del efecto de la interaccion
intragremial entre Nesidiocoris tenuis, Orius laevigatus y
Anthocoris nemoralis sobre el consumo de huevos de

Spodoptera exigua puestos en plantas de pimiento.

5.1. Introduccién

El pimiento es un cultivo de gran importancia econdmica. A nivel mundial se
producen 31.167 millones de kilos en 1.914.685 hectareas de terreno. Espafa
ocupa la sexta posicion, con 1.023 millones de kilos producidos en 18.100
hectareas, siendo Almeria una de las principales regiones productoras del mundo
(FAO, 2012). En lo que respecta a sus plagas, a nivel global, la mas importante es
el trips de las flores Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera:
Thripidae). Sin embargo, existen otras también de gran interés como es el caso de
algunas especies de moscas blancas y de lepidépteros (S. exigua, entre ellas)
cuya importancia relativa depende, entre otras cosas, de la region donde se

encuentre el cultivo.

Por otro lado, es importante destacar que el pimiento es el cultivo con mayor
superficie en la que sus plagas son manejadas mediante control biolégico. Los
primeros éxitos a gran escala se obtuvieron en el afio de 2005, concretamente en
un area de 1700 ha en el Campo de Cartagena (Murcia), donde se aplico esta
estrategia de control en el 90% de los invernaderos de pimiento alli cultivados
(Sanchez et al., 1997; Sanchez & Lacasa, 2006). Posteriormente, en la provincia
de Almeria se utilizaron enemigos naturales en la totalidad de la superficie de este
cultivo (Van der Blom et al., 2009).

Entre los enemigos naturales més destacables asociados al cultivo del pimiento se
encuentran los chinches O. laevigatus y O. albidipennis, y el acaro fitoseido

Amblyseius swirskii Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae). También tienen mucho
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interés el parasitoide Eretmocerus mundus (Hymenoptera: Aphelinidae) y el mirido

N. tenuis utilizados en el manejo de moscas blancas (Van der Blom, 2008).

El uso habitual de agentes de control biolégico provoca, con frecuencia,
interacciones en los nichos ecolégicos de las especies involucradas, siendo
algunas de ellas determinantes para el éxito de la estrategia de control biolégico.
Este es el caso de las interacciones intragremiales entre depredadores, en las que
la competencia por los recursos explotados y la disminucion de habitats de los
mismos juegan un importante papel a la hora de determinar la capacidad
depredadora de cada especie (Evans et al., 2011; Roy et al., 2012; Were &
Majerus, 2008). La configuracion de cada gremio se ve influenciada por las
interacciones intra e intergremiales (Lucas, 2005). Asi, después de la invasién que
se produce tras una liberacion masiva de depredadores generalistas, se predice
que la densidad de las presas disminuird considerablemente, solo si el invasor
domina la competencia por los recursos con los otros depredadores. De este
modo, esa liberacion puede tener efectos indirectos adversos sobre los
depredadores ya establecidos, incluyendo la reduccion de la fecundidad y
longevidad de sus adultos y el aumento de la duracion del desarrollo de sus
estados y estadios inmaduros que, de este modo, tendran una exposicion mas
prolongada a sus propios enemigos naturales (Amarasekare, 2003; Crowder &
Snyder, 2010; White et al., 2006).

En los udltimos tiempos esta aumentando el interés por analizar el papel que
juegan los efectos indirectos de las interacciones que tienen lugar dentro y entre
gremios, en la estructura y mantenimiento de las comunidades naturales. Asi, su
estudio se estd abordando tanto desde perspectivas tedricas como
experimentales. Gran parte de los trabajos realizados sobre estas interacciones se
han centrado en analizar la evolucién de las poblaciones de depredadores en
funcién de la diversidad de presas (Kajita et al., 2006; Kasper et al., 2004; Paredes
et al., 2015; White et al, 2006). Sin embargo, un tipo de efectos indirectos que ha

recibido poca atencién es el que se refiere a como las interacciones entre
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poblaciones de diferentes especies de depredadores afectan a las poblaciones de
presas. Por otro lado, en la mayoria de las situaciones reales, una presa (por
ejemplo una plaga) se enfrenta a una serie de diferentes especies depredadoras.
En estas condiciones, el riesgo de que la presa sea consumida por un depredador
concreto se transforma en un riesgo mas global en el que intervienen las
interacciones entre todos los depredadores presentes. Asi, es importante conocer
como afectaran esas interacciones al consumo de presa para evaluar el éxito final
en el control de la plaga. En el caso mas simple, el riesgo global de la presa seria
una suma aritmética de los riesgos particulares generados por cada depredador.
Sin embargo, si éstos interactlan entre si, la naturaleza de estas interacciones
podra tener efectos importantes en el célculo del riesgo global para la presa (Soluk

& Collins, 1988) y, por tanto, en la dinamica de sus poblaciones.

Existen tres tipos de interacciones posibles entre depredadores: neutra (donde el
consumo de presa por cada depredador no se ve influido por la presencia de los
otros depredadores), negativa (en la que el consumo de presa por cada
depredador es inferior a la que tendria en ausencia de los otros depredadores) y
positiva (en la que el consumo de presa por cada depredador es superior a la que
tendria en ausencia de los otros depredadores). Légicamente, el riesgo de
mortalidad directa de las presas serd mayor cuando las interacciones entre
depredadores sean positivas y menor cuando sean negativas (Soluk & Collins,
1988). La eliminacion de un depredador que interactia negativamente puede
tener, por tanto, un efecto de aumento de consumo de presas porque la eficacia
mejorada de los depredadores restantes tenderd a ejercer un efecto

compensatorio.

En el presente trabajo, se llevé a cabo un bioensayo con el objetivo de analizar la
influencia de la densidad de los huevos de la presa S. exigua en la interaccion
intragremial de las tres especies depredadoras N. tenuis, O. laevigatus y A.
nemoralis consideradas por parejas, y establecer en qué medida dicha interaccion

afecta a su potencial de control de la plaga.
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5.2. Material y métodos

5.2.1. Material vegetal

Para el desarrollo del bioensayo, se utilizaron plantas de pimiento (Capsicum
annuum L.) var. Dulce Italiano. Para obtener las plantas necesarias, se sembraron
semillas de pimiento en semilleros de 50 x 30 cm, que constaban de 40 alvéolos
de 200 ml rellenos con sustrato especial para horticolas libre de impurezas (Jiffy®
substrates) (fig. 26). Los semilleros se mantenian en una camara climatizada a
una temperatura constante de 24 + 1 °C, una humedad relativa de 60 + 5 % y un
fotoperiodo de 16:8 (L:O). Cuando aparecieron las primeras hojas verdaderas, las
plantulas se trasplantaron a macetas de 10 cm de didmetro mayor x 8 cm de
diametro menor x 8 cm de altura y se dejaron desarrollar hasta que alcanzaron

una altura aproximada de 10 cm.

Figura 26. Semilleros con pimiento C. annuum var. Dulce lItaliano.
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5.2.2. Unidades experimentales

Cada unidad experimental consisti6 en una jaula formada por una planta de
pimiento cubierta con un vaso cilindrico de plastico invertido, de 12 cm de
diametro y 15 cm de alto. Cada vaso disponia, distribuidos por su superficie, de
cinco orificios de 2 cm de didmetro, cubiertos con tela de visillo, para permitir la
ventilacion y evitar la condensacion de agua. En la base del tallo de la planta, a
nivel del borde de la maceta, se coloco una lamina de acetato con un orificio en su
centro, de modo que el tallo de la planta encajara en el mismo. Para evitar una
posible caida, el vaso se sujetd por el exterior a la lamina de acetato con cinta
adhesiva. Asi mismo, se utilizé cinta adhesiva para tapar cualquier abertura por

donde pudieran escapar los insectos (fig.27).

Figura 27. Unidades experimentales utilizadas en el bioensayo de evaluacion del
efecto de la interaccion intragremial entre N. tenuis, O. laevigatus y A. nemoralis

sobre el consumo de huevos de S. exigua puestos en plantas de pimiento.
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En cada una de las jaulas se introdujeron cuatro adultos de S. exigua, dos
hembras y dos machos, con el propdsito de que las hembras ovipositaran sobre la
planta. Al cabo de 24 horas se retiraron los adultos y se contdé el numero de
huevos puestos. Con ayuda de un pincel de retir6 el exceso de huevos, en funcion
de la densidad de presa requerida para cada tratamiento. En este sentido, se
establecieron dos densidades de huevos de S. exigua: densidad alta (60

huevos/planta) y densidad baja (30 huevos/planta).

5.2.3. Bioensayo de interaccion intragremial

Para evaluar la interaccibn entre poblaciones de diferentes especies de
depredadores se utilizaron adultos de N. tenuis (N), O. laevigatus (O) y A.
nemoralis (A), de mas de cinco dias de edad para evitar el periodo de
preoviposicion y, de esta forma, que los individuos estuvieran ya en la madurez
reproductiva. Se individualizaron adultos de cada especie y se mantuvieron en
ayunas durante 24 horas. Pasado este tiempo se introdujeron en las jaulas
descritas con la planta y los huevos de la presa. Después de 24 horas se retiraron
los depredadores y se procedié a realizar el conteo de huevos consumidos, asi
como de los individuos muertos durante este periodo. Se realizaron 15

tratamientos en total:

a) Tres tratamientos control (uno por cada especie depredadora), en los que,
por cada jaula, se introdujeron dos hembras y dos machos de la especie
correspondiente, sin huevos de S. exigua.

b) Seis tratamientos para evaluar el consumo de huevos de S. exigua por
parte de cada uno de los tres depredadores, tanto a baja como a alta
densidad de presa. También en este caso, se introdujeron dos hembras y
dos machos por jaula.

c) Seis tratamientos para establecer las interacciones de las diferentes
combinaciones entre los tres depredadores, es decir, interaccion N-O, N-A'y

A-O, tanto a alta como a baja densidad de presa, y en los que se
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introdujeron dos hembras y dos machos de cada una de las especies

combinadas por jaula.
5.2.4. Andlisis estadistico

La prediccién del consumo de presa para cada una de las interacciones se analizd
utilizando un modelo simple, derivado de la suma de probabilidades de consumo
por parte de cada depredador y asumiendo las condiciones de espacio finito y
riesgo de las presas (Soluk & Collins, 1998 Pérez-Guerrero et al., 2015). La

ecuacion matematica para dicha prediccion tiene la siguiente expresion:
Prediccion de consumo de presa= (Ps + Po - PsPo) Np

Donde:
Ps: es la probabilidad de consumo de huevos por el depredador A
Po: es la probabilidad de consumo de huevos por el depredador B
Np: es el numero total de huevos ofrecidos

Para estimar las probabilidades de consumo de huevos por parte de cada especie

depredadora se utilizé la formula propuesta por Mendenhall (1979):

pote
Np
Dénde:
P: es la probabilidad de consumo
Pc: Numero de presas consumidas

Np: Numero total de presas ofrecidas

Para comparar las medias de consumo real de huevos obtenido en la interaccion

de dos depredadores (consumo real) y el consumo de huevos estimado para la
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interaccion (consumo estimado) se utilizé el test t de Student para muestras

pareadas.

Para comparar las medias de los consumos obtenidos para cada especie, asi
como las mortalidades sufridas por los depredadores en los diferentes
tratamientos, se utilizo el test F de Analisis de la Varianza (ANOVA), seguido del
test de comparaciones multiples de Tukey (o= 0,05), considerando la robustez
respecto a las hipétesis de normalidad y de homocedasticidad. Los test se llevaron
a cabo utilizando el programa STATGRAPHICS Centurion XVIL.I.

5.3. Resultados

5.3.1. Consumo de huevos de Spodoptera exigua en la interaccion entre

Nesidiocoris tenuis y Orius laevigatus

En la figura 28 se observa el porcentaje de huevos de S. exigua consumidos por
N. tenuis y por O. laevigatus en cada una de las densidades de presa ofrecidas,
tanto cuando se encontraban solos como cuando interaccionan ambas especies.
Al considerar el consumo de huevos de S. exigua en la interaccion entre N. tenuis
y O. laevigatus a baja densidad, se observa que el consumo de ambos
depredadores es significativamente mayor respecto al consumo estimado
(t=24,29, df=1, P=0,0001), lo que indica que la interaccion intragremial es positiva.
Sin embargo, al aumentar la densidad de presa, esta interaccion se vuelve
negativa, ya que el consumo observado es significativamente menor que el
estimado (t=7,24, df=1, P=,0149).
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Figura 28. Porcentaje de huevos de S. exigua consumidos (mediatet) por adultos de N.
tenuis (N) y O. laevigatus (O) y en la interaccion entre ambas especies (N+0O). Consumo
estimado para la interaccion (Est); en todos los casos, tanto con alta (-A) como con baja (-
B) densidad de presa. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las medias
de los consumos reales y las medias de los consumos estimados (P<0.05; test t de

Student para muestras independientes).

5.3.2. Consumo de huevos de Spodoptera exigua en la interaccion entre

Nesidiocoris tenuis y Anthocoris nemoralis

La figura 29 muestra el porcentaje de huevos de S. exigua consumidos por N.
tenuis y por A. nemoralis segun la densidad de presa ofrecida, asi como el
consumo total cuando ambas especies interaccionan. Con respecto al tipo de
interaccion entre ambas especies, se ha observado que, a baja densidad de
presa, presenta diferencias significativas entre el consumo observado y el
consumo estimado (t=7,98, df=1, P=0,0112), siendo mayor este ultimo por lo que

la interaccion es negativa; mientras que a alta densidad de presa no existe
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diferencias estadisticamente significativas (t=0,47, df=1, P=0,5037), lo que indica

que la interaccion es neutra.
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Figura 29. Porcentaje de huevos de S. exigua consumidos (mediatet) por adultos de N.
tenuis (N) y A. nemoralis (A), y en la interaccién entre ambas especies (N+A). Consumo
estimado para la interaccion (Est); en todos los casos, tanto con alta (-A) como con baja (-
B) densidad de presa. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las medias
de los consumos reales y las medias de los consumos estimados (P<0.05; test t de

Student para muestras independientes).

5.3.3. Consumo de huevos de Spodoptera exigua en la interaccion entre

Anthocoris nemoralis y Orius laevigatus

El porcentaje de huevos de S. exigua consumidos por A. nemoralis y por O.
laevigatus segun la densidad de presa ofrecida, asi como el consumo total cuando
interaccionan ambas especies, aparece reflejado en la figura 30. Se observa que
no existen diferencias significativas entre el consumo observado y el estimado

para ninguna de las dos densidades ensayadas (baja densidad t=0,04, df=1,
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P=0,8419; alta densidad t=0,07, df=1, P=0,7956), lo que indica que las

interacciones fueron neutras en ambos casos.
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Figura 30. Porcentaje de huevos de S. exigua consumidos (mediatet) por adultos de A.
nemoralis (A) y O. laevigatus (O), y en la interaccion entre ambas especies (A+O).
Consumo estimado para la interaccion (Est); en todos los casos, tanto con alta (-A) como
con baja (-B) densidad de presa. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
las medias de los consumos reales y las medias de los consumos estimados (P<0.05; test

t de Student para muestras independientes).

5.3.4. Mortalidad de los depredadores Nesidiocoris tenuis, Orius laevigatus y

Anthocoris nemoralis en la interaccion intragremial

En la figura 31 se representa la mortalidad de N. tenuis registrada en los diferentes
tratamientos realizados en los que aparecia dicho depredador. Se observa cémo,
con la densidad alta de huevos de S. exigua, las medias de las mortalidades en
las combinaciones de N. tenuis con los otros dos depredadores fueron
significativamente mayores que cuando se encontraba solo. Sin embargo, en el

caso de densidad baja de los huevos presa, la mortalidad de N. tenuis cuando
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estaba solo, fue significativamente menor que cuando estaba en combinacién con
A. nemoralis, sin que hubiera diferencias significativas respecto a cuando
interaccionaba con O. laevigatus. Ademas, en todos los casos se observé un
mayor porcentaje de mortalidad del depredador en los tratamientos donde se
disponia de una densidad baja de huevos de S. exigua, respecto a los

tratamientos equivalentes pero con densidad era alta (F=2,29, df=5, P<0,0058).

100

90

80

70

60

50

40

Mortalidad (%)

30
20

Control N-A N-B N+0O-Baja N+O-Alta N+A-Baja N+A-Alta
Tratamiento

Figura 31. Mortalidad (media+et) de N. tenuis solo (N), en interaccién con O. laevigatus
(+0), y con A. nemoralis (+A), a diferentes densidades de huevos de S. exigua. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
correspondientes (P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).

En la figura 32 se observa la mortalidad de O. laevigatus en los diferentes
tratamientos llevados a cabo en los que aparece dicho depredador. Se observa
como, con la densidad alta de huevos de S. exigua, las medias de las
mortalidades en las combinaciones de O. laevigatus con los otros dos
depredadores fueron significativamente mayores que cuando se encontraba solo.
Sin embargo, en el caso de densidad baja de los huevos presa, la mortalidad de

O. laevigatus cuando estaba solo, fue significativamente menor que cuando
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estaba en combinacion con A. nemoralis, sin que hubiera diferencias significativas
respecto a cuando interaccionaba con N. tenuis. Ademas, en todos los casos, se
observé un mayor porcentaje de mortalidad del depredador en los tratamientos
donde se disponia de una densidad baja de huevos de S. exigua, respecto a los
tratamientos equivalentes pero con densidad alta (F=4,11, df=6, P<<0,0015).
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Figura 32. Mortalidad (media+et) del depredador O. laevigatus solo (O), en interaccion con
N. tenuis (+N), y con A. nemoralis (+A), a diferentes densidades de huevos de S. exigua.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
correspondientes (P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).

La mortalidad de A. nemoralis en los diferentes tratamientos llevados a cabo en
los que aparece dicho depredador, se observan en la figura 33. Cuando la
densidad de huevos de S. exigua fue la alta, no hubo diferencias significativas
entre las medias de las mortalidades obtenidas cuando el depredador estaba solo
y cuando estaba en combinacion con O. laevigatus, mientras que la mortalidad
media cuando estaba solo fue significativamente menor que cuando compartia
unidades experimentales con N. tenuis. Sin embargo, en el caso de densidad baja

de los huevos presa, las mortalidades medias de O. laevigatus fueron
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significativamente iguales cuando estaba solo y cuando interaccionaba con los
otros dos depredadores. Ademas, en todos los casos, se observG un mayor
porcentaje de mortalidad de O. laevigatus en los tratamientos donde se disponia
de una densidad baja de huevos de S. exigua, respecto a los tratamientos
equivalentes pero con densidad alta (F=4,11, df=6, P<0,0015).
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Figura 33. Mortalidad (media+et) del depredador A. nemoralis solo (A), en interaccién con
O. laevigatus (+0), y con N. tenuis (+N), tanto con alta (-A) como con baja (-B) densidad
de huevos de S. exigua. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las
medias de los tratamientos correspondientes (P<0.05; test de ANOVA y de Tukey HSD).

5.4. Discusion

En los resultados obtenidos en el presente trabajo, se observa coémo la capacidad
de depredacion de huevos de S. exigua por parte de los depredadores N. tenuis,
O. laevigatus y A. nemoralis por separado, puede verse alterada al entrar en

interaccion entre ellos. El que se produzca dicha alteracion o no y la magnitud de
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la misma dependid de las especies que entraban en interaccion y de la densidad

de presa suministrada.

N. tenuis manifesté una interaccion positiva, solamente con O. laevigatus y a baja
densidad de presa, mientras que la interaccidén fue neutra con A. nemoralis y alta
densidad, y negativa con este mismo depredador a baja densidad y con O.
laevigatus a alta. Son pocos los trabajos que se encuentran en la bibliografia
sobre interacciones intragremiales de N. tenuis. Ademas, la mayoria de ellos se
centran en el estudio de interacciones de este depredador con otros miridos tales
como M. pygmaeus (Moreno-Ripoll et al., 2012; Perdikis et al., 2014; Sharifian et
al., 2015) y Dicyphus maroccanus Wagner (Hemiptera: Miridae) (Salas-Gervassio
et al., 2016). Estos autores encontraron que el potencial de consumo de N. tenuis,
0 no se vio afectado, o aumenté con la presencia de los otros depredadores.
Concretamente, Salas-Gervassio et al. (2016) observaron un consumo mayor de
huevos de E. kuehniella por parte de N. tenuis cuando interactuaba con D.
maroccanus. Del mismo modo, Sharifian et al. (2015), reportaron que N. tenuis
llegé a tener un alto potencial de consumo de huevos de T. absoluta, cuando

interactué con M. pygmaeus.

La capacidad depredadora de O. laevigatus no se vio alterada ni a altas ni a bajas
densidades de huevos de S. exigua, cuando entré en interaccion con otro
depredador de su misma familia, como es A. nemoralis, resultando, por tanto, una
interaccién neutra entre ambos. Pérez-Guerrero et al. (2015), siguiendo una
metodologia similar a la utilizada en el presente trabajo, encontraron también una
interaccion neutra entre O. laevigatus y Cheiracanthium pelasgicum (Koch)
(Araneae: Miturgidae) cuando eran alimentados con huevos de Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), en condiciones de invernadero y
sobre plantas de algoddn. Sin embargo, conviene recordar, tal como se ha
sefialado mas arriba, que si se encontr¢ interaccion entre O. laevigatus y N. tenuis

cuyo tipo dependié de la densidad de presa (positiva a baja y negativa a alta).
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Existen trabajos realizados respecto a la interaccion entre O. laevigatus y otros
depredadores, donde se ha observado que puede establecer interacciones con
otros depredadores utilizados en control biolégico, como por ejemplo, M.
pygmaeus (Misselink y Janssen, 2014), Aphidoletes aphidimyza (Rondani)
(Diptera: Cecidomyiide) (Hosseini et al., 2010) y con algunos &caros fitoseidos
(Shakya et al., 2009; Venzon et al., 2001).

Algunos estudios demuestran que la abundancia de presas es un factor clave que
influye en la depredacion intragremial (Lampropoulos et al., 2013). De igual
manera, en muchos de los estudios realizados para evaluar el potencial
depredador de un determinado enemigo natural se observa que la presencia de
otros depredadores influye sobre su potencial de consumo y su incremento
poblacional (Moreno-Ripoll et al., 2012; Perdikis et al., 2009; Perdikis et al., 2014;
Salas-Gervassio et al., 2016). Este hecho puede explicar la interacciébn negativa
encontrada a favor de A. nemoralis cuando se relacion6 con N. tenuis a baja
densidad de presa, a pesar de la ventaja que representa la zoofitofagia de este
altimo. Las interacciones intragremiales de A. nemoralis con otros enemigos
naturales han sido muy poco estudiadas. Asi, Howe et al. (2016) observaron que
la interaccibn entre A. nemoralis y Harmonia axyridis Pallas (Coleoptera:

Coccinellidae) fue negativa para el antocaorido.

En muchas ocasiones, los depredadores de menor tamafio son mas propensos a
ser la presa en una interaccion intragremial (Polis & Holt, 1992). En el presente
trabajo, la mayor diferencia de mortalidad observada en un depredador de los
estudiados cuando se encontraba solo, respecto a cuando estaba en interaccién
con otro, se obtuvo para O. laevigatus y en su interaccién con A. nemoralis a baja
densidad de presa. La explicacion de esta observacion podria encontrarse en el
hecho de que los adultos de O. laevigatus tienen un tamafio de practicamente la
mitad del que tienen los adultos de A. nemoralis: longitud de entre 2 y 3 mm
(Ferragut & Gonzalez-Zamora, 1994) y de entre 3,8 y 4,5 mm (Garcia & Ferragut,

2002), respectivamente; ademas el que esto suceda a densidades bajas del
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huésped, puede estar facilitando esa depredacion intragremial que se intuye en
este caso. Erbilgin et al. (2004) analizaron la interaccién entre A. nemoralis y el
parasitoide Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) sobre la plaga
Glycaspis brimblecombei (Homoptera: Psyllidae) en condiciones de laboratorio,
obteniendo un resultado similar al descrito puesto que la mortalidad de P. bliteus
se vio incrementada con la presencia de A. nemoralis. No obstante, aunque
también el tamafio del parasitoide es de en torno a los 2 mm de longitud
(Plascencia-Gonzalez et al., 2005) y, por tanto, notablemente menor que el del
depredador, la interaccion entre ambos no es comparable con la que puede tener

lugar entre dos depredadores como A. nemoralis y O. laevigatus.

Los datos obtenidos en el presente trabajo son un ejemplo de que la presencia
simultdnea de mas de un depredador polifago en un entorno determinado, puede
afectar a la capacidad depredadora y a la supervivencia de cada uno de ellos v,
por tanto, a la capacidad de reduccién de las poblaciones de las plagas que son
sus presas. Ademas, estas interacciones se ven influidas por factores del entorno,
tales como la cantidad de presa disponible. Por todo ello, es importante disponer
de informacion que permita predecir las consecuencias de dichas interacciones
cuando esos depredadores estén presentes (de forma natural, o introducidos por
el ser humano) en lugares donde se esta utilizando el control biol6égico como una

herramienta incorporada al manejo de las plagas correspondientes.

5.5. Conclusiones

e Considerando la capacidad de consumo de huevos de S. exigua, entre N.
tenuis y O. laevigatus tuvo lugar un tipo de interaccion intragremial que
dependid de la densidad de dicha presa, de modo que fue positiva cuando

la densidad fue baja y negativa cuando fue alta.
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La interaccion intragremial observada entre N. tenuis y A. nemoralis fue de
tipo negativo cuando la densidad de huevos de S. exigua fue baja y, sin

embargo, pasoé a ser neutra para cuando se utilizé la densidad alta.

En cuanto al tipo de interaccién intragremial establecida entre A. nemoralis
y O. laevigatus resulto ser neutra para las dos densidades de huevos de S.

exigua ensayadas.

La presencia de A. nemoralis en las combinaciones entre depredadores
ensayadas provoc6 un aumento de la mortalidad del depredador con el que
interactuaba, especialmente en el caso de N. tenuis y a baja densidad de

presa.
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Capitulo 6. Efecto por contacto residual de los fungicidas
kresoxim-metil y trifloxistrobin sobre Orius laevigatus,
Anthocoris nemoralis, Nesidiocoris tenuis y Macrolophus

pygmaeus en condiciones de laboratorio.

6.1. Introduccion

La utilizacion de programas de Manejo Integrado de Plagas implica la
compatibilizacion de diferentes técnicas de control, especialmente, el control
bioldgico y el quimico. En muchas ocasiones, el control bioldgico se ve interferido
por el uso de productos fitosanitarios, ya que estos compuestos pueden provocar
efectos secundarios de naturaleza variada sobre diversos organismos
beneficiosos, incluidos los enemigos naturales (Medina et al., 2008). En este
sentido, los productos fitosanitarios son capaces de provocar su muerte (efectos
letales) o alterar su fisiologia y/o su comportamiento (efectos subletales) pudiendo
reducir de forma importante la densidad de sus poblacionales y la capacidad de

incremento de las mismas.

Las principales vias por las cuales los enemigos naturales se exponen a los

productos fitosanitarios son, segun Croft (1990):

e Contacto directo: cuando al aplicar los productos fitosanitarios los
organismos benéficos entran en contacto con el compuesto o inhalan sus
vapores.

e Contacto residual: ocurre cuando los productos son aplicados previamente
sobre una superficie y el enemigo natural entra en contacto con ella.

e Ingestidbn: como su nombre indica, en este caso, el enemigo natural se
contamina tras alimentarse de presa o0 planta contaminadas con el

producto.
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Al parecer, hablando en término generales, la forma mas comun de exposicion de

los enemigos naturales a los productos fitosanitarios es por contacto (Croft, 1990).

La Organizacion Internacional de Lucha Biologica e Integrada (OILB) ha liderado
el establecimiento de métodos para evaluar la peligrosidad de los productos
fitosanitarios frente a los enemigos naturales, elaborando protocolos que tienen
como objetivo identificar aquellos productos méas respetuosos y que pueden ser
usados en programas de Manejo Integrado de Plagas (IOBC, 2013). Estos
protocolos han evolucionado a medida que han aparecido productos fitosanitarios
con modos de accion diferentes. La tendencia actual busca desarrollar protocolos
especificos para los distintos enemigos naturales que proporcionen resultados
mas concretos y den una mejor prevision del comportamiento real en campo
(Vifluela & Jacas, 1993; Aragon-Sanchez et al., 2014; Roman-Fernandez et al.,
2015).

Con el objetivo de evaluar la peligrosidad de los plaguicidas sobre los organismos
beneficiosos, la OILB desarrollé un protocolo de actuacién que sigue un esquema
secuencial y que ha permitido una primera valoracion de la compatibilidad entre el
uso de un producto fitosanitario y determinados enemigos naturales (Vifiuela &

Jacas, 1993). Dicho protocolo se estructura en tres pasos:

e Evaluacién en laboratorio de la incidencia de la dosis maxima recomendada
del producto sobre la fase mas susceptible del organismo beneficioso
(condiciones mas desfavorables).

e Estudios de semicampo en condiciones climéticas similares a las reales
(exceptuando la precipitacion).

e Estudios de campo.

Este esquema asume que aquellos productos que son inocuos en un nivel

determinado, seran seguros en los siguientes, no necesitando de otros estudios
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posteriores. Si por el contrario no lo son, se pasa al siguiente nivel de evaluacion
(Vifiuela & Jacas, 1993, Van de Veire et al., 2002).

De acuerdo con los criterios utilizados por la OILB, la peligrosidad de los productos
fitosanitarios sobre los enemigos naturales se clasifica en cuatro categorias, en
funcion de la reduccion de la capacidad de control que provoca sobre el enemigo
natural, ya sea a través de efectos directos, como la mortalidad, o indirectos, como
la reduccion de la capacidad reproductiva. Estas 4 categorias son (Hassan, 1994):

1 inocuo, 2 ligeramente peligroso, 3 moderadamente peligroso y 4 muy peligroso.

En Espafa, existe un consumo elevado de fungicidas, siendo los cultivos
horticolas y herbaceos extensivos los que requieren el mayor gasto en estos
productos (mas del 40%), destacando el tomate, el pimiento, las cucurbitaceas y la
patata. A continuacion se encuentran los frutales, el olivar y el vifiedo. Respecto al
tipo de fungicidas vendidos, los mas importantes, desde el punto de vista
econdémico, son los productos utilizados para el control de mildius y oidios (Collar,
1998; MAPAMA, 2017c).

Las materias activas autorizadas en Espafia se han clasificado atendiendo a su
modo de accion, siguiendo los criterios establecidos por el Fungicide Resistance
Action Committee (FRAC). Una importante clase de fungicidas de uso agricola son

las estrobilurinas, derivados naturales del acido 3-metoxiacrilico, cuyo modo de

accion se basa en la inhibicion de la respiracion, lo que provoca la parada de las
funciones bésicas celulares. Este grupo de fungicidas, segun la FRAC, se
encuentra clasificado en el complejo C3, dentro del que se encuentra, a su vez, el
grupo quimico de los oximino-acetatos, conformado por dos fungicidas: kresoxim-
metil y trifloxistrobin (FRAC, 2017).

El kresoxim-metil fue sintetizado en 1983, pero no fue comercializado hasta 1996.
Es un fungicida de amplio espectro y actividad preventiva, curativa y erradicante

sobre diversos grupos de hongos, en especial aquéllos cuyo micelio se desarrolla
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mas o menos superficialmente (los oidios y otros ascomicetos), royas Yy
numerosos mildius. Entre las principales especies de hongos que controla se
encuentran Erysiphe cichoriacearum, Erysiphe necator, Podosphaera leucotricha,
Venturia inaequalis, Venturia pyrina y se utiliza en cultivos como vid, tomate,
pimiento, peral y manzano (Araujo et al., 2012; Bartlett et al., 2002). En Espafa, el
uso de kresoxim-metil est4 autorizado en cultivos de cucurbitaceas, manzano,

olivo, peral, solanaceas, vid, fresales y peral (MAPAMA, 2017d).

El trifloxistrobin aparecié en el mercado en el afio 1999. Puede ser utilizado para el
control de las enfermedades producidas por Erysiphe necator, Podosphaera
pannosa, Podosphaera leucotricha, Phyllactinia guttat y Mycosphaerella fijinesis
en cultivos de manzano pepino, peral, rosal, sandia, pimiento, tomate y vid
(Bartlett et al., 2002; Araujo, et al. 2012). En Espafia, el uso del trifloxistrobin esta
autorizado en cultivos de calabacin, manzano, melocot6n, melén, nectarino,
pepino, peral, vid, albaricoquero, fresal olivo, pimiento, tomate y césped
(MAPAMA, 2017e).

Al utilizarse los fungicidas para el control de hongos fitopatdbgenos y encotrarse
estos muy separados filogenéticamente de insectos y acaros, podria pensarse que
dichos fungicidas fueran inocuos para organismos establecidos en el
agroecosistema, como depredadores y parasitoides de plagas. Sin embargo,
estudios llevados a cabo en laboratorio han mostrado que diferentes fungicidas
manifiestan efectos secundarios sobre enemigos naturales. Mas concretamente,
algunas estrobilurinas producen efectos esterilizantes sobre algunas chinches
depredadoras (Angelin et al., 2005; Van de Viere et al.,1996).

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se ha planteado el objetivo de
profundizar en el conocimiento de los efectos secundarios de fungicidas sobre
enemigos naturales de plagas, evaluando, en laboratorio, el efecto por contacto
residual del kresoxim-metil y del trifloxistrobin sobre la mortalidad de los adultos de
O. laevigatus, A. nemoralis, N. tenuis y M. pygmaeus y sobre la capacidad de
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incremento poblacional de estas mismas especies (las cuatro, de heteropteros

depredadores ampliamente usados en cultivos horticolas).

6.2. Material y métodos

6.2.1. Productos fitosanitarios evaluados

En la tabla 23 se muestran los productos fitosanitarios utilizados en los
bioensayos, asi como sus ingredientes activos, la empresa comercializadora y las
dosis maximas recomendadas en cultivos horticolas, que son las que se

emplearon en los bioensayos.

Tabla 23. Productos fitosanitarios utilizados en los bioensayos de efectos

secundarios, junto con algunas informaciones adicionales.

Ingrediente Activo Nombre comercial / Titular Dosis maxima para

cultivos horticolas

Kresoxim-metil 50% [WG] p/p Stroby WG / BASF 500 gr/ha
Trifloxistrobin 50% [WG] p/p  Flint / Bayer CropScience 375 gr/ha
Clorpirifos 48% [EC] p/v Clorifos 48 EC / Probelte 200 cc/ha

Para cada especie depredadora considerada (O. laevigatus, A. nemoralis, N.
tenuis y M. pygmaeus) se establecieron cuatro tratamientos: 1) kresoxim-metil; 2)
trifloxistrobin; 3) clorpirifos, como control positivo; y 4) agua, como control

negativo.

6.2.2. Aplicaciéon de los productos fitosanitarios

Los tratamientos se realizaron mediante la torre para pulverizaciones de precision

en laboratorio tipo Potter de carga manual (Potter, 1952), que es un pulverizador
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automatico que permite la distribucion homogénea de los productos fitosanitarios

sobre una superficie, utilizando el tamafio de gota mas pequefio posible (fig. 34).
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Figura 34. Torre para pulverizaciones de precision en laboratorio tipo Potter de

carga manual.

Antes de comenzar a aplicar los tratamientos, fue necesario calibrar la Torre de
Potter, esto para obtener volumenes aplicados por unidad de superficie,
equivalentes a los comprendidos en el rango de 500 a 600 I/ha. Estos valores son
semejantes a la cantidad de caldo utilizada en campo en tratamientos de estos
productos para alcanzar la saturacion maxima de materia activa. Para conseguir

este nivel de aplicacion, se calibré la Torre de Potter de modo que, para los
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ensayos, se utilizd una presion de 0,2 bares (20 Kpascales) y una carga de
deposito de 3,5 ml del caldo correspondiente. Una vez calibrada la Torre de Potter
se procedi6 a realizar los tratamientos, estableciendo las concentraciones

conforme a las especificaciones de cada producto.

6.2.3. Unidades experimentales

Para realizar los bioensayos se utilizaron unidades experimentales similares a las
disefiadas por Jacas & Vifiuela (1994) y que consisten en una jaula formada por
un anillo de metacrilato, de 10 cm de diametro y 3 cm de altura, cerrado por cada
lado con dos placas cuadradas de vidrio de 0,5 cm de grosor y 12 cm de lado que
se mantienen sujetas al anillo mediante cuatro gomas elasticas (fig. 35). Antes de
montar estos recintos, las placas de vidrio recibian el tratamiento correspondiente

por su cara interna mediante la torre de Potter y se dejaban secar.

Figura 35. Unidad experimental para bioensayos de efecto por contacto residual.
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Cada anillo de metacrilato disponia de cuatro orificios. Tres de ellos estaban
cubiertos con tela de visillo para permitir la ventilacién del recinto. El cuarto orificio
conectaba con un circuito de ventilacién forzada que suministraba aire humedo a
partir de un matraz con agua en el que un compresor para acuario provocaba el

burbujeo del agua e impulsaba el aire himedo al circuito de ventilacién (fig. 36).

Figura 36. Montaje final del bioensayo de efecto por contacto residual.

En el interior de cada jaula se esparcieron huevos de E. kuehniella como fuente de
alimento para los depredadores (ad libitum). Ademas, en el caso de N. tenuis y M.
pygmaeus, se colocé un fragmento de 3 cm de longitud de vaina de judia verde,
sellado con parafina en sus extremos, como fuente de agua para los insectos (fig.
37).
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Figura 37. Unidad experimental con fragmento de vaina de judia verde.

6.2.4. Manejo de los depredadores

Para cada especie, se introdujeron 20 adultos de menos de 24 horas de edad en
cada una de las jaulas y se cuantific6 la mortalidad que ocurria en cada
tratamiento al cabo de 24, 48 y 72 horas. Se consideré que un individuo estaba
muerto si al tocarlo varias veces con un pincel fino no reaccionaba el estimulo.

Para cada tratamiento y especie se realizaron 5 repeticiones.

De los individuos supervivientes tras las 72 horas de exposicién, se separaron
entre 10 y 20 parejas (macho y hembra) de cada tratamiento y especie,
dependiendo del numero de individuos que quedaron vivos. Cuando el numero de
supervivientes fue inferior a 10 parejas, se omitidé este estudio, ya que el numero

de individuos se considero insuficiente.
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6.2.5. Andlisis estadistico

Para calcular la categoria de peligrosidad de cada fungicida, se corrigieron los
porcentajes de mortalidad obtenidos a las 72 horas de exposicion, con respecto al

control, utilizando la férmula de Schneider-Orelli (Punter, 1981):

M tratado — M control

M corregida = 100 — M control x 100

Dénde
M corregida: es el porcentaje de mortalidad calculada para establecer la
clasificacion toxicoldgica de cada producto.
Mtratado: es el porcentaje de mortalidad de cada tratamiento.

M control: es el porcentaje de mortalidad en el control negativo.

Los fungicidas se clasificaron segun las categorias toxicolégicas propuestas por la
OILB (Hassan, 1994; Sterk et al., 1999) de acuerdo al porcentaje de mortalidad a
las 72 h: 1 inocuo (<30%), 2 ligeramente toxico (30-79%), 3 moderadamente
toxico (80-99%) y 4 toxico (>99%).

Con los individuos supervivientes de cada tratamiento se establecieron los
parametros de la tabla de vida. Para realizar los bioensayos encaminados a la
obtencion de los parametros de las tablas de vida se utilizaron los materiales y
métodos descritos en el CAPITULO 3. MATERIAL Y METODOS GENERALES.
Concretamente, se emplearon los recogidos en los subapartados 3.3.1 y 3.3.2
para las especies pertenecientes a las familias Anthocoridae (O. laevigatus y A.
nemoralis) y Miridae (N. tenuis y M. pygmaeus), respectivamente.
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6.3. Resultados

6.3.1. Efecto de los fungicidas krexosim-metil y trifloxistrobin sobre Orius

laevigatus

En la tabla 23 se pueden observar los porcentajes de mortalidad ocasionados por
el krexosim-metil, el trifloxistrobin y el clorpirifos sobre O. laevigatus, asi como su
categoria de peligrosidad segun la OILB. EI kresoxim-metil provoc6 una mortalidad
del 97,5% a las 72 horas, lo que significa que es moderadamente toxico (categoria
3). Esta alta mortalidad se observa ya tras 24 horas de exposicion. El
trifloxistrobin, sin embargo, provocd una mortalidad del 22,8% a las 72 horas, por
lo que seria un producto catalogado como inocuo (categoria 1) segun la OILB. Por
su parte, el clorpirifos maté a todos los adultos a las 24 horas de exposicion,
resultando de categoria 4. Debido a la elevada mortalidad ocasionada por el
krexosim-metil, fue imposible obtener el efecto de este producto sobre los
parametros de la tabla de vida de O. laevigatus.

Tabla 23. Mortalidad (mediate.t) de adultos de O. laevigatus sometidos a
diferentes periodos de exposicion a diferentes productos fitosanitarios, y

categorias de peligrosidad segun el criterio de la OILB.

Mortalidad %

Corregida a las
Tratamientos 24 h 48 h 72 h 72 h
(Categoria OILB)

Control 1,0+0,20 a 7,0£0,92 a 17,0+1,36a -
Kresoxim-metil 67,0£1,74 b 87,0+2,35 b 98,0+0,40 c 97,5 (3)
Trifloxistrobin 1,0+0,08 a 21,0+0,38 a 36,0+0,69 b 22,8 (1)
Clorpirifos 100+0,00c - - 100 (4)
Estadisticos F= 55,49, df=2, F = 30,59, df=2, F =48,28, df=2,

P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Dentro de una misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes.
(P<0.05; test de ANOVA, seguido de Tukey HSD).
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En la tabla 24 se observan los parametros bioldgicos obtenidos con los adultos de
O. laevigatus que sobrevivieron a la exposicion al trifloxistrobin. El inico parametro
que no mostré diferencias significativas con respecto al control negativo fue el
periodo de preoviposicion. Por su parte, también se obtuvieron valores muy
similares de la ratio sexual. Por el contrario, la fecundidad, el porcentaje de huevos
eclosionados y longevidad de las hembras disminuyeron con respecto al control

negativo.

Tabla 24. Parametros biologicos (mediate.t) de adultos de O. laevigatus

expuestos al contacto residual de trifloxistrobin durante 72 h.

Tratamientos

Parametro Control Trifloxistrobin Estadisticos
Periodo de preoviposiciéon 4,67+0,14 a 5,15+1,14 a t=2,40, df=1, P=0,1324
(dias)

Fecundidad 84,39+9,95a 32,00+9,60b t=13,46, df=1, P<0,0001
(huevos/hembra)

Eclosiéon de huevos (%) 95,46+0,40 a 68,70+1,52b t=13,55, df=1, P=0009
Longevidad hembra (dias) 2545+2,17a  18,10+2,33 b  t=5,31, df=1, P=0,0267
Ratio sexual 0,56 0,52

Dentro de la misma fila, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test

t de Student para muestras independientes).

Al comparar la duracion media del desarrollo de los huevos puestos por las
hembras de O. laevigatus expuestas al trifloxistrobin, se observa que no hay
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo. Sin
embargo, la mortalidad de los huevos procedentes de las hembras que estuvieron
en contacto con el fungicida, aumento significativa y considerablemente respecto a

dicho control negativo (tabla 25).

Con respecto a las ninfas emergidas a partir de estos huevos, la duracién del
desarrollo no mostré diferencias significativas entre el control negativo y el
tratamiento con trifloxistrobin. Por el contrario, la mortalidad fue mayor en el caso

de las ninfas procedentes de hembras expuestas al fungicida (tabla 26).
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Tabla 25. Duracion del desarrollo y mortalidad (mediaze.t) de los huevos puestos

por las hembras de O. laevigatus expuestas a trifloxistrobin durante 72 h.

Estado de huevo

Parametro Control Trifloxistrobin
Duracion desarrollo (dias)  4,01+0,03a  4,37+0,09 a
Estadisticos t=7,97, df=1, P=0,0057
Mortalidad (%) 4,54+0,32a 31,03%1,39b
Estadisticos t=336,45, df=1, P=0,0001

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test t
de Student para muestras independientes).

Tabla 26. Duracién del desarrollo y mortalidad (mediate.t) de las ninfas
descendientes de hembras de O. laevigatus expuestas a trifloxistrobin durante 72
h.

Ninfa
Parametro Control Trifloxistrobin
Duracion desarrollo (dias) 10,61+0,05a 10,38+0,12 a
Estadisticos t=1,76, df=1, P=0,1877
Mortalidad (%) 4,76+0,41a 15,00+0,59 b
Estadisticos t=258,92, df=1, P=0,0001

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test t

de Student para muestras independientes).

En la tabla 27 se consideran conjuntamente los datos de duracion total del
desarrollo, desde huevo hasta adulto, y de mortalidad total de la descendencia de
las hembras de O. laevigatus expuestas al trifloxistrobin y al agua. No se
encontraron diferencias significativas en la duracién del desarrollo, pero el
fungicida ocasion6 una mortalidad significativamente mayor en la descendencia de

las hembras expuestas.
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Tabla 27. Duracion total del desarrollo y mortalidad (mediate.t) de la
descendencia (huevo-adulto) de las hembras de O. laevigatus expuestas a

trifloxistrobin durante 72 h.

Huevo - Adulto

Parametro Control Trifloxistrobin
Duracion desarrollo (dias)  14,70+0,17 a 14,74+0,10 a
Estadisticos t=0,04, df=1, P=0,8407
Mortalidad (%) 9,09+0,84a 41,37+1,05b
Estadisticos t=561,47, df=1, P<0,0001

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test t

de Student para muestras independientes).

Los parametros de la tabla de vida de O. laevigatus cuando sus adultos han sido
expuestos a trifloxistrobin y a agua, aparecen reflejados en la tabla 28. La
exposicion al fungicida provoco la disminucién significativa de la tasa intrinseca de
crecimiento (rm) en la poblacion del insecto. La tasa de reproduccion neta y la tasa
finita de incremento disminuyeron, mientras que la duracibn media de una
generacion aument6 en 2 dias aproximadamente, y el tiempo de duplicacién se

multiplicé por 2.

Tabla 28. Parametros de la tabla de vida de O. laevigatus expuestas a

trifloxistrobin durante 72 h.

Tratamientos

Parametro Control Trifloxistrobin
Tasa intrinseca de crecimiento (rn) 0,1483+0,005 a 0,0746+0,01 b
(IC 95 %)* (0,1377-0,1588) (0,0447-0,1045)
Tasa de reproduccion neta (Ro) 36,2471 7,1728
Duracion media de generacion (T) (dias) 24,2101 26,4114
Tasa finita de incremento (A) 1,1598 1,0775
Tiempo de duplicacién (TD) (dias) 4,6739 9,2915

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (criterio del
solapamiento de los limites fiduciales de los intervalos de confianza de las ry).
* |C: Intervalo de confianza para la rn al 95%.
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6.3.2. Efecto de los fungicidas krexosim-metil y trifloxistrobin sobre

Anthocoris nemoralis

En la tabla 29 se observan los porcentajes de mortalidad provocados en los
adultos de A. nemoralis por los dos fungicidas evaluados. A las 24 horas tras la
exposicién, ya se observé un ligero efecto letal de ambos fungicidas, que
aumento, también ligeramente, tras las 72 horas. Segun la clasificacion de la
OILB, el krexosim-metil es ligeramente toxico (categoria 2), mientras que el
trifloxistrobin es inocuo (categoria 1) para A. nemoralis. El clorpirifos mat6 a todos

los adultos a las 24 horas de exposicion, resultando de categoria 4.

Tabla 29. Mortalidad (mediate.t) de A. nemoralis sometidos a diferentes periodos
de exposicidén a diferentes productos fitosanitarios, y categorias de peligrosidad

segun el criterio de la OILB.

Mortalidad %

Corregida a las
24 h 48 h 72 h 72 h
(Categoria OILB)

Tratamientos

Control 1,0+0,20 a 2,0+0,24 a 12,0+0,81a -
Kresoxim-metil 9,0+0,73 b 27,0£2,87 b 42,0+3,35 b 34,09 (2)
Trifloxistrobin 6,0+0,37 c 17,0+1,24 b 30,0+0,89 b 20,45 (1)
Clorpirifos 100+0,00d - e 100 (4)
Estadisticos F =500,30, df=3, F =1,92, df=2, F =2,15, df=2,

P<0,0001 P=0,0188 P=0,0159

Dentro de la misma columna medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05;
test de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

Los parametros bioldgicos de los adultos de A. nemoralis expuestos al kresoxim-
metil y al trifloxistrobin se presentan en la tabla 30. El periodo de preoviposicion se
vio significativamente prolongado por la exposicion al trifloxistrobin, asi como el
porcentaje de eclosién de huevos disminuyo en este tratamiento. El resto de los
parametros se vieron afectados de forma negativa por ambos fungicidas, siendo el

trifloxistrobin el mas perjudicial de los dos.
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Tabla 30. Parametros biolégicos (mediate.t) de adultos de A. nemoralis expuestos

al contacto residual de kresoxim-metil y trifloxistrobin durante 72 h.

Tratamientos

Control Kresoxim-  Trifloxistrobin ~ Estadisticos
Parametro metil
Periodo de 4,28+0,11 a 4,26+0,15a 5,10+0,41b  F=4,55, df=2,
preoviposicion (dias) P=0,0155
Fecundidad 102,61+13,40a 68,58+9,62 b 19,10+10,14c F=10,34, df=2,
(huevos/hembra) P<0,0001
Eclosién de huevos 95,53+0,60 a 95,09+0,47 a 80.40+1,99b F=11,44, df=2,
(%) P=0,0001
Longevidad hembra 76,40+54,70 a 20,60+3,22b 12,45+2,69c F=6,27, df=2,
(dias) P=0,0031
Ratio sexual 0,44 0,51 0,51

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test
de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

En cuanto a la duracion del desarrollo de los huevos puestos por hembras de A.
nemoralis, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
puestos por hembras tratadas con ambos fungicidas y las tratadas con agua solo.
Sin embargo, el trifloxistrobin provocé un porcentaje de mortalidad en los huevos

significativamente mayor que el resto de los tratamientos (tabla 31).

Tabla 31. Duracion del desarrollo y mortalidad (mediaze.t) de los huevos puestos
por las hembras de A. nemoralis expuestas durante 72 h a kresoxim-metil y

trifloxistrobin.

Huevo
Presa Control Kresoxim-metil  Trifloxistrobin
Duracion desarrollo (dias) 3,59+0,06 a 3,67+0,06 a 3,63+0,07 a
Estadisticos F=0,40, df=2, P=0,6711
Mortalidad (%) 4,47+0,24 a 4,91+0,32 a 19,60+0,78 b
Estadisticos F=228,42, df=2, P<0,0001

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test
de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

De igual modo que en el caso de los huevos, la duracion del desarrollo de las

ninfas descendientes de hembras de A. nemoralis expuestas a ambos fungicidas
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no presento6 diferencias significativas entre los tratamientos, pero la mortalidad si

se vio aumentada significativamente por efecto de estos productos (tabla 32).

Tabla 32. Duracién del desarrollo y mortalidad (mediate.t) de las ninfas
descendientes de hembras de A. nemoralis expuestas a kresoxim-metil,

trifloxistrobin y agua (testigo).

Ninfa
Parametro Control Kresoxim-metil  Trifloxistrobin
Duracion desarrollo (dias) 12,50+0,10a  12,65+0,19a  12,85+0,22 a
Estadisticos F=1,00, df=2, P=0,3718
Mortalidad (%) 7,83+0,58 a 15,51+0,61 b 14,63+0,45 b
Estadisticos F=59,52, df=2, P=0,0001

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test
de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

Si se considera el tiempo total del desarrollo, desde el estado de huevo hasta
adulto, se observa que ambos productos provocaron un aumento significativo del
mismo con respecto al control tratado con agua. Los fungicidas también causaron
una mayor mortalidad en la descendencia, especialmente el trifloxistrobin (tabla
33)

Tabla 33. Duracion total del desarrollo y mortalidad (mediate.t) de la
descendencia (huevo-adulto) de las hembras de A. nemoralis expuestas a

kresoxim-metil y a trifloxistrobin durante 72h.

Huevo - Adulto

Parametros Testigo Kresoxim-metil  Trifloxistrobin
Duracion desarrollo (dias) 15,50+0,10 a 16,30+0,21 b 16,48+0,24 b
Estadisticos F=8,61, df=2, P=0,0003

Mortalidad (%) 11,94+0,49 a 19,67+0,47b  31,37+0,51 ¢
Estadisticos F=416,91, df=2, P<0,0001

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test
de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

Los parametros de la tabla de vida de A. nemoralis tras su exposicion durante 72 h
a los dos fungicidas se presentan en la tabla 34. Ambos productos influyeron de

forma negativa en mayor o menor grado, siendo el trifloxistrobin el que provocé un
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efecto mas desfavorable. La tasa intrinseca de crecimiento (r,) disminuyé de
forma significativa en ambos casos respecto al testigo negativo. La tasa de
reproduccion neta se vio reducida, mientras que la duracion media de una
generacion y el tiempo de duplicacién de la poblacién, aumentaron sus valores
con respecto al testigo con agua, lo que afecta negativamente al incremento de las

poblaciones a lo largo del tiempo.

Tabla 34. Pardmetros de la tabla de vida de A. nemoralis tras su exposicion al

kresoxim-metil y al trifloxistrobin durante 72h.

Tratamientos

Pardmetros Testigo Kresoxim-metil Trifloxistrobin
Tasa intrinseca de crecimiento (ry,) 0,1744+0,005 a 0,1233+0,004 b 0,0502+0,017 ¢
(IC 95 %)* (0,1626-0,1861) (0,1139-0,1326) (0,0131-0,0874)
Tasa de reproduccion neta (Ro) 44,1063 30,9723 3,8386
Duracion media de generacion (T) (dias) 21,7121 27,8434 26,7949
Tasa finita de incremento (A) 1,1905 1,1312 1,0515
Tiempo de duplicacién (TD) (dias) 3,9744 5,6216 13,8077

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (criterio del
solapamiento de los limites fiduciales de los intervalos de confianza de las rm).
* |C: Intervalo de confianza para la rn al 95%

6.3.3. Efecto de los fungicidas krexosim-metil y trifloxistrobin sobre

Nesidiocoris tenuis

Los datos de mortalidad ocasionados por los productos ensayados en los adultos
de N. tenuis aparecen reflejados en la tabla 35. El Unico fungicida que provocé una
mortalidad significativa con respecto al control, a las 24, 48 y 72 horas fue el
kresoxim-metil. Con respecto a las categorias de peligrosidad de la OILB, el
kresoxim-metil resulté ser ligeramente téxico (categoria 2) sobre N. tenuis,
mientras que el trifloxistrobin se catalogd como inocuo (categoria 1). Como en el
caso de los depredadores anteriores, el clorpirifos maté a todos los adultos a las

24 horas de exposicion, resultando de categoria 4.
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Tabla 35. Mortalidad (mediate.t) sobre adultos de N. tenuis ocasionada por el
control kresoxim-metil, trifloxistrobin y clorpirifos, tras diferentes periodos de
exposicién, y categorias de peligrosidad segun el criterio de la OILB.

Mortalidad %

Corregida a las
24 h 48 h 72 h 72 h
(Categoria OILB)

Tratamientos

Control 3,0+0,40 a 5,0+0,44 a 10,0+0,31a -
Kresoxim-metil 28,0+0,92 b 39,0+1,28 b 51,0+0,80 b 43,46 (2)
Trifloxistrobin 7,0£0,92 a 14,0£1,20 a 27,0£0,74 a 26,15 (1)
Clorpirifos 100+0,00d - e 100 (4)
Estadisticos F =92,90, df=3, F =11,35, df=2, F =39,17, df=2,

P<0,0001 P=0,0001 P<0,0001

Dentro de la misma columna medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05;
test de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

En la tabla 36 se pueden observar los parametros biol6gicos obtenidos a partir de
los adultos de N. tenuis que sobrevivieron tras su exposicion al kresoxim-metil y al
trifloxistrobin. Como ya se ha comentado en el apartado de material y métodos, los
huevos puestos por esta especie son dificilmente visibles desde el exterior, por lo
gue no se ha podido evaluar la fecundidad. Sin embargo, si se ha considerado el
namero de ninfas emergidas. No se han encontrado diferencias significativas con
respecto al control al calcular el periodo de preoviposicion de las hembras
expuestas a los fungicidas. Por otra parte, el numero de ninfas emergidas por
hembra es significativamente inferior en los tratamientos con ambos fungicidas.
Curiosamente, el trifloxistrobin provocd un aumento significativo en la longevidad

de las hembras.

107



Capitulo 6

Tabla 36. Parametros biolégicos (mediate.t) de los adultos de N. tenuis expuestos

a kresoxim-metil, trifloxistrobin y agua (testigo).

Tratamientos

Parametros Control Kresoxim-metil  Trifloxistrobin Estadisticos
Periodo de 4,18+0,10 a 4,50+0,27 a 4,30+0,57 a F=0,96, df=2,
preoviposicion P=0,3924
(dias)
Ninfas por hembra 61,50+£11,79 29,62+10,17b  39,40+6,02 b F=4,00, df=2,
a P=0,0253
Longevidad hembra 19,10+1,17a 17,92+2,41 a 22,40+1,82 b F=2,76, df=2,
(dias) P=0,0728
Ratio sexual 0,40 0,65 0,56

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test
de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

Solamente el trifloxistrobin afecté a la duracion del desarrollo de los huevos
puestos por hembras expuestas, provocando una disminucién estadisticamente
significativa (tabla 37). Por la razén que ya se ha comentado, no se ha podido

evaluar la mortalidad de los huevos.

Tabla 37. Duracion del desarrollo y mortalidad (mediate.t) de los huevos puestos

por las hembras de N. tenuis expuestas a kresoxim-metil, trifloxistrobin y agua

(testigo).
Huevo
Parametros Control Kresoxim-metil  Trifloxistrobin
Duracion del desarrollo (dias) 7,20+0,10 a 7,17+0,05 a 6,83+0,09 b
Estadisticos F=5,24, df=2, P=0,0063

Mortalidad (%) = ememeeeeee e e
Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test

de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

El tiempo de desarrollo de las ninfas solo se vio afectado en el caso de individuos
procedentes de hembras expuestas al kresoxim-metil, en las que se observé una

disminucién significativa con respecto al control (tabla 38). Ninguno de los dos
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fungicidas alter6 el porcentaje de mortalidad de las ninfas, es mas, la mortalidad

fue menor que en el control.

Tabla 38. Duracién del desarrollo y mortalidad (mediate.t) de las ninfas
descendientes de hembras de N. tenuis expuestas a kresoxim-metil, trifloxistrobin
y agua (testigo).

Ninfa
Parametros Control Kresoxim-metil  Trifloxistrobin
Duracion del desarrollo (dias) 14,79+0,20 a 13,37+0,16 b 14,83+0,29 a
Estadisticos F=14,77, df=2, P<0,0001
Mortalidad (%) 26,66+0,49 a 14,63+0,71 b 20,00+0,33 c
Estadisticos F=81,55 df=2, P<0,0001

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test
de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

Al considerar la duracion total del desarrollo, desde huevo hasta el estado adulto,
(tabla 39) se observa que el Unico fungicida que ocasioné alguna diferencia con
respecto al control, fue el kresoxim-metil, provocando una disminucién de dicha
duracién. La mortalidad total no ha podido ser calculada debido a que no se

pudieron observar los huevos puestos, como ya se ha comentado anteriormente.

Tabla 39. Duracion total del desarrollo y mortalidad (mediate.t) de la
descendencia (huevo-adulto) de las hembras de N. tenuis expuestas a kresoxim-

metil, trifloxistrobin y agua (testigo).

Huevo - Adulto

Parametros Control Kresoxim-metil  Trifloxistrobin
Duracion del desarrollo (dias) 22,02+0,16 a 20,54+0,15b 21,68+0,18 a
Estadisticos F=17,96, df=2, P<0,0001

Mortalidad (%)  memmmmemem emememmeee emmemeee
Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes. (P<0.05; test

de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

Los parametros de la tabla de vida se calcularon teniendo en cuenta las siguientes
consideraciones: se estimo la fecundidad real teniendo en cuenta el nUmero de
ninfas emergidas y la mortalidad de huevos estimada por Predikis & Lykouressis
(2002) y Séanchez et al. (2008); para obtener la fertilidad y la mortalidad de la
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descendencia se utilizaron los pardmetros descritos en Sanchez et al., (2008) y
Martinez-Garcia et al. (2016). Ambos fungicidas ocasionaron una disminucién de
la tasa de reproduccién neta y de la duracién media de una generacién; sin
embargo, ninguno de ellos provoco diferencias significativas en la tasa intrinseca

de crecimiento (tabla 40).

Tabla 40. Parametros de la tabla de vida de N. tenuis tras su exposicion al

kresoxim-metil, trifloxistrobin y agua (testigo).

Tratamientos

Parametro Testigo Kresoxim-metil Trifloxistrobin
Tasa intrinseca de crecimiento (ry,) 0,1000+0,015 a 0,0874+0.011 a 0,1019+0,001 a
(IC 95 %)* (0,0679-0,1322) (0.0618-0.1130) (0,0993-0,1046)
Tasa de reproduccion neta (Ro) 30,1165 14,3717 19,2061
Duracion media de generacion (T) (dias) 34,0507 30,4949 28,9981
Tasa finita de incremento (A) 1,1052 1,0913 1,1073
Tiempo de duplicacién (TD) (dias) 6,9314 7,9307 6,8022

Dentro de la misma fila medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (criterio del
solapamiento de los limites fiduciales de los intervalos de confianza de las rny).
* |C: Intervalo de confianza para la ry, al 95%

6.3.4. Efecto de los fungicidas krexosim-metil y trifloxistrobin sobre

Macrolophus pygmaeus

En la tabla 41 se presenta el porcentaje de mortalidad que provocan los fungicidas
evaluados sobre los adultos de M. pygmaeus. A las 48 horas de la exposicion
ambos fungicidas produjeron una mortalidad significativamente superior a la
encontrada en el control. Tras 72 horas, la mortalidad fue del 94% en los dos
productos. Con respecto a la categoria de peligrosidad, tanto el kresoxim-metil
como el trifloxistrobin fueron catalogados como productos moderadamente toxicos
(categoria 3) sobre M. pygmaeus. Una vez mas, el clorpirifos maté a todos los

adultos a las 24 horas de exposicion, resultando de categoria 4.
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Tabla 41. Mortalidad (mediate.t) sobre adultos de M. pygmaeus ocasionada por el
control kresoxim-metil, trifloxistrobin y clorpirifos, tras diferentes periodos de
exposicién, y categorias de peligrosidad segun el criterio de la OILB.

Mortalidad %

Tratamiento Corregida
24 h 48 h 72 h
(categoria OILB)
Control 12,0+1,02 a 15,0+0,83 a 20,0£+0,83a -
Kresoxim-metil 26,0£2,72 a 67,0£1,63 b 94,0+0,40 c 92,50 (3)
Trifloxistrobin 5,0+0,54 b 46,0+1,65 b 94,0+0,73 ¢ 92,50 (3)
Clorpirifos 100c - e 100 (4)
Estadisticos F =34,74, df=3, F =49,61, df=2, F =163,06, df=2,
P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Dentro de la misma columna medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05;
test de ANOVA, seguido de Tukey HSD).

Debido a que en los ensayos anteriores la mortalidad provocada por los fungicidas
fue préxima al 100%, no se dispuso de adultos suficientes para calcular los
pardmetros bioldgicos ni poner a punto los ensayos respectivos para estimar los

parametros de tablas de vida.

6.4. Discusion

El kresoxim-metil resulté ser moderadamente toxico (categoria 3) para los adultos
del depredador O. laevigatus. Por otra parte, el trifloxistrobin fue catalogado como
ligeramente toxico (categoria 1). Muchos resultados obtenidos por otros autores,
en lo que respecta a efectos secundarios de fungicidas sobre adultos de O.
laevigatus sefialan que, en su mayoria resultan inocuos. Sin embargo, se
encuentran excepciones que es muy importante conocer. Asi, Van de Viere et al.
(1996), evaluaron el efecto por contacto residual de 31 productos fitosanitarios
utilizando una metodologia equivalente a la seguida en el presente trabajo, solo
gue consideraron 13 dias de exposicion. Del total de productos ensayados, 9 eran

fungicidas, (benomilo, captan, carbendazima, mancozeb, pirazofés, azufre,
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metiltiofanato, TMTD vy tolilfluanida) y todos ellos fueron clasificados en la
categoria 1, excepto el pirazofés que provocod una mortalidad del 100% de los
individuos, resultando asi ser catalogado como toxico (categoria 4). No hay que
olvidar que, aunque fungicidas como el pirazofés, presenten un alto grado de
toxicidad en laboratorio, al pasar a nivel de semicampo o campo esos efectos

pueden disminuir (Van de Viere et al., 2002).

En la bibliografia se encuentran también trabajos muy interesantes que evallan
los efectos secundarios de fungicidas sobre O. laevigatus, pero en su estado
ninfal. Es el caso de las investigaciones de Angelin et al. (2005), quienes
estudiaron el efecto por contacto residual de 29 productos fitosanitarios, tres de
ellos fungicidas, sobre ninfas N4 del depredador O. laevigatus. Los tres
compuestos fungicidas (6xido de cobre, azufre coloidal y azufre mojable)

resultaron ser de categoria 1 (inocuos) para las N4 del antocorido.

Por su parte, Biondi et al. (2012) evaluaron los efectos secundarios del azufre en
polvo sobre O. laevigatus, a nivel de laboratorio e invernadero de tomate,
observando que provoco una mortalidad del 69,2% en laboratorio (categoria 2),
mientras que en invernadero la mortalidad descendio a menos del 20%, siendo asi
catalogado como inocuo (categoria 1). Estos resultados demuestran una vez mas,
la importancia de evaluar los efectos secundarios incluso a nivel de campo para
disponer de informacion realmente Gtil de cara a la compatibilizacion de la lucha
quimica y biologica. En ausencia de estos conocimientos, la obtencion de
resultados en laboratorio que indiquen un cierto nivel de peligrosidad de algunos
compuestos (caso de los fungicidas kresoxim-metil y trifloxistrobin, en el presente
trabajo) alerta sobre la necesidad de llevarlos a cabo cuanto antes y, mientras
tanto, sobre ser cautelosos con su empleo de forma conjunta con el enemigo

natural al que ha afectado en laboratorio.

En el presente trabajo se ha observado que los miridos estudiados presentaron

porcentajes de mortalidad mayores que los antocéridos, especialmente en el caso
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de M. pygmaeus, para el que tanto el kresoxim-metil como el trifloxistrobin
resultaron moderadamente toxicos (provocando mortalidades de, en torno al 92%,
en ambos casos). Se puede hipotetizar que una mayor susceptibilidad a los
productos fitosanitarios por parte de los miridos respecto a los antocoridos puede
estar relacionada, tanto con la talla y forma del cuerpo, como con la composicién
de la cuticula menos quitinizada de los primeros (Martinez-Cascales, et al., 2006;
Martinou et al., 2014). Martinou et al. 2014, encontraron elevados valores de
mortalidad del mirido M. pygmaeus (60 %) cuando evaluaron el efecto residual del
hidroxido de cobre tras 72h de exposicion por parte de ninfas N1 y N5 del

depredador.

Los efectos secundarios del Krexosim-metil y del trifloxistrobin han sido evaluados
sobre otros enemigos naturales, habiendo resultado inocuos para la mayor parte
de los mismos (en su mayoria acaros fitoseidos), con alguna excepcion, caso de
Psyllobora vigintiduopunctata (Linnaeus) (Coleoptera: Coccinellidae), sobre el que
provocaron una mortalidad de mas del 50 % tras 42 horas de exposicion (Bernard
et al., 2004; Cloid et al., 2010; Do Carmo, 2009; Laurin & Bostanian, 2007;
Manzoni et al., 2006; Radova, 2010; Tesoreiro et al., 2003).

Si bien el numero de trabajos que evaltan la mortalidad de los enemigos naturales
por la accion de fungicidas esta yendo en aumento, son todavia muy escasos los
trabajos que investigan el efecto de estos compuestos sobre los parametros que
determinan la capacidad de incremento de sus poblaciones. Concretamente, los
efectos de los fungicidas sobre los parametros de la tabla de vida y, en especial,
sobre la tasa intrinseca de crecimiento (ry), no han sido evaluados todavia sobre
los depredadores considerados en el presente trabajo. Si que existen trabajos que
estiman algunos efectos subletales de fungicidas como la reduccién de la

fecundidad de las hembras expuestas (Van de Viere et al., 1996)

Los resultados presentados en este trabajo revelan la importancia de generar

conocimientos sobre los efectos secundarios de los fungicidas sobre los enemigos
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naturales. La tendencia l6gica de evaluar, sobre todo, los efectos secundarios de
los plaguicidas, no debe ser una excusa para no hacerlo con los fungicidas. Y no
solamente en lo que respecta a efectos letales, sino también a efectos subletales,
a través de los cuales pueden incidir de modo muy importante en la capacidad de
incremento poblacional de los enemigos naturales. Solo cuando se disponga de
esta informacion en los diferentes agroecosistemas, con los fungicidas empleados
en ellos (en algunos casos con una elevada frecuencia) y sobre la comunidad de
enemigos naturales presentes en los mismos, sera posible articular de modo
efectivo un manejo integrado de plagas en el que se puedan combinar la lucha

quimica y el control bioldgico.

6.5. Conclusiones

e En condiciones de laboratorio, el kresoxim-metil fue catalogado como
moderadamente téxico (categoria 3) sobre adultos de O. laevigatus,
mientras que el trifloxistrobin resultd ser inocuo (categoria 1). Ademas, el
trifloxistrobin redujo significativamente la tasa intrinseca de crecimiento al
ejercer diversos efectos subletales sobre los adultos expuestos durante 72

h por contacto residual.

e Sobre adultos de A. nemoralis y en condiciones de laboratorio, el kresoxim-
metil resulté ser catalogado como un fungicida ligeramente toxico (categoria
2). Ademas, provocoé una reduccion ligeramente significativa de la tasa
intrinseca de crecimiento del depredador. El trifloxistrobin, sin embargo,
resulté ser un producto inocuo sobre adultos de A. nemoralis (categoria 1),
pero manifestd6 muy importantes efectos subletales que produjeron una

disminucién muy notable la tasa intrinseca de crecimiento.

e El kresoxim-metil fue catalogado como producto ligeramente toxico

(categoria 2) sobre adultos de N. tenuis en condiciones de laboratorio. Sin
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embargo, a pesar de provocar una reduccién significativa del namero ninfas
procedentes de hembras expuestas, no influyé sobre la tasa intrinseca de
crecimiento del depredador. El trifloxistrobin resulté ser un producto inocuo
para los adultos de N. tenuis (categoria 1) y no tuvo efecto sobre su tasa

intrinseca de crecimiento.

El kresoxim-metil y el trifloxistrobin se comportaron como fungicidas
moderadamente toxicos (categoria 3) sobre adultos de M. pygmaeus en

condiciones de laboratorio.
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