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Resumen

RESUMEN

Durante el pasado siglo se desarrolld un sistema de produccion
agraria intensivo y productivista. Aun en la actualidad, se utiliza este
sistema, en el que la lucha quimica ha sido y sigue siendo la herramienta
mayoritariamente utilizada en la proteccion contra las plagas, enfermedades
y malas hierbas. El empleo masivo de algunos productos fitosanitarios,
sobre todo plaguicidas neurotdoxicos (generalmente poco selectivos y
persistentes), ha traido consigo graves problemas que dificultan la puesta en
practica de una Agricultura Sostenible. Por ello, uno de los objetivos
importantes en el contexto actual de la lucha contra las plagas, es la
disminucion del empleo de productos fitosanitarios. Para que ello sea
posible, es necesario potenciar el uso de otros métodos de control mas
acordes con la Agricultura Sostenible, como es el caso del control biolégico

de plagas.

La familia Anthocoridae (Hemiptera) incluye varias especies utilizadas
como agentes de control biolégico, destacando Orius laevigatus y Anthocoris
nemoralis por su amplia utilizacion en plantaciones comerciales de varios
cultivos. O. laevigatus se emplea de forma habitual, desde hace varios anos,
para controlar las poblaciones de trips, fundamentalmente Frankliniella
occidentalis, en diversos cultivos protegidos. Por su parte, A. nemoralis esta
adquiriendo en la actualidad una enorme importancia para controlar la plaga

de mayor gravedad en el cultivo del peral, Cacopsylla pyri.

El conocimiento de la evolucion del desarrollo de las poblaciones de
los enemigos naturales, resulta fundamental para optimizar su uso en
condiciones reales de cultivo. Dado que la duracion de dicho desarrollo
depende muy estrechamente de la temperatura, es posible predecir su
evolucion mediante modelos matematicos que relacionan la tasa de
desarrollo con la temperatura. Por ello, se ajustaron los modelos
matematicos no lineales Logan tipo Ill, Lactin y Briére, asi como el modelo
lineal, estimando los parametros que los definen para el estado de huevo y

los 5 estadios ninfales de O. laevigatus.Los modelos no lineales predijeron
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adecuadamente el tiempo de desarrollo, siendo la variacion respecto a la
duracion real observada en condiciones de exterior, inferior al 6% en el
estado de huevo, segun todos los modelos, e inferior al 9% para el estado

ninfal, con los modelos de Logan tipo Il y Lactin.

La compatibilizacién del empleo de productos fitosanitarios con los
enemigos naturales es, en las circunstancias actuales, uno de los aspectos
clave a tener en cuenta a la hora de llevar a cabo con éxito un programa de
control biolégico de plagas. En este contexto, se determind el efecto por
contacto residual sobre sustrato inerte, en la fase de laboratorio,de los
insecticidas clorpirifos, imidacloprid, azadiractina, spinetoram, spirotetramat,
metoxifenocida y diflubenzurén, asi como de los fungicidas mancozeb,
captan, tebuconazol y ftrifloxistrobin, sobre la mortalidad y sobre la tasa
intrinseca de crecimiento (rm) poblacional (efectos subletales) de A.
nemoralis. Estas materias activas estan autorizadas en plantaciones
comerciales de peral.Los insecticidas clorpirifos, imidacloprid y spinetoram
resultaron téxicos sobre adultos, mientras que azadiractina, spirotetramat y
diflubenzurén resultaron ligeramente toxicos, y metoxifenocida inocuo.
Azadiractina y spirotetramat provocaron una reduccidn ligeramente
significativa de la rm. Por su parte, los fungicidas mancozeb, captan,
tebuconazol y trifloxistrobin resultaron inocuos sobre los adultos. Sin
embargo, trifloxistrobin produjo una drastica reduccioén de la rm, presentando
diferencias significativas respecto al resto de compuestos evaluados,

incluidos los insecticidas, exceptuando spirotetramat.

Por ultimo, se llevé a cabo un ensayo de campo en dos parcelas
comerciales de peral pertenecientes a la Denominacién de Origen Protegida
Peras de Rincén de Soto y situadas en dicha localidad de La Rioja, con dos
estrategias de control de C. pyri diferentes:1) manejo convencional de la
plaga, mediante la aplicacion de insecticidas; y 2) manejo mediante la
incorporacion del agente de control biolégico A. nemoralis.La parcela
manejada mediante la liberacion del depredador presentd, en general, una
densidad poblacional de C. pyri significativamente inferior a la encontrada en

la parcela de manejo convencional, especialmente en la segunda y tercera
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generacion de la plaga. Por otra parte, en la parcela de manejo con A.
nemoralis se encontr6 una comunidad de enemigos naturales vy
polinizadores diversa y abundante, mientras que en la parcela de manejo

convencional su presencia fue practicamente nula.

La incorporacion de organismos de control biolégico en el cultivo del
peral, junto con un correcto manejo de los productos fitosanitarios y de la
totalidad de técnicas de cultivo empleadas, podrian ser las claves para
mantener las poblaciones de C. pyri en niveles tolerables y de este modo

conseguir la sostenibilidad en este cultivo.

Vi
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INTRODUCCION GENERAL

1. Desarrollo Sostenible y Manejo Integrado de Plagas

El gran desarrollo industrial y tecnolégico que se ha producido en el
pasado siglo ha tenido como resultado un fuerte desarrollo econdmico en las
actividades humanas. Sin embargo, las consecuencias negativas asociadas a
este avance se han puesto de manifiesto en muchos aspectos sociales y
medioambientales, tal y como se recoge en el informe titulado "Nuestro futuro
comun" o "Informe Brundtland" presentado en el afio 1987 por la Comisién
Mundial sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo en la Asamblea General de
la Organizacion de las Naciones Unidas (Naciones Unidas, 1987). En este
documento, se postuld que la proteccidon ambiental se habia convertido en un
problema global y, por lo tanto, se deberia afrontar igualmente de forma
global. Asimismo, se acufa un nuevo término denominado Desarrollo

Sostenible que ha llegado a alcanzar una enorme repercusion social.

El Desarrollo Sostenible consiste en asegurar que la humanidad
satisfaga las necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las
futuras generaciones para satisfacer las propias. Para conseguir estos
objetivos es imprescindible cambiar el modelo de desarrollo actual por uno
que permita conseguir un equilibrio entre la rentabilidad econdmica, el respeto

por el medio ambiente y la justicia social (Naciones Unidas, 1987).

En el marco de la produccién agraria, durante el pasado siglo se
desarrollé un sistema de produccion intensivo y productivista. Aun en la
actualidad se utiliza este sistema, en el que la lucha quimica ha sido y sigue
siendo la herramienta mayoritariamente empleada en la proteccién contra las
plagas, enfermedades y malas hierbas. Ello a pesar de que, en aquellas
zonas agricolas en las que hay un mayor consumo de productos fitosanitarios,

la pérdida potencial de la produccién es mayor (Oerke & Dehne, 2004).

El empleo masivo de algunos productos fitosanitarios, sobre todo

neurotdxicos (generalmente poco selectivos y persistentes), ha traido consigo
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graves problemas que dificultan la puesta en practica de una agricultura que
contribuya a la consecucién de un Desarrollo Sostenible. Entre otros,

podemos citar los siguientes:

v' Rapida resurgencia de poblaciones plaga

v" Aumento de la importancia de plagas antes secundarias
v' Aparicién de resistencias

v Destruccién de fauna auxiliar

v" Contaminacién del suelo, agua y atmésfera

v" Problemas toxicoldgicos para el aplicador

v" Presencia de residuos en los alimentos

v Incremento de los costes econdmicos en la produccion

Frente a este modelo productivista aparece el concepto de Agricultura
Sostenible, cuyos objetivos fundamentales, segun el Consejo para la Ciencia
y Tecnologia Agraria de los EEUU, son mantener y mejorar la calidad y
productividad del suelo y del agua superficial y subterranea; conservar la
energia y otros recursos naturales, asi como los habitats acuaticos y
terrestres de vida salvaje; proteger la salud y seguridad de las personas
implicadas en los sistemas de produccion de alimentos y fibra; promover el
respeto por los animales; e incrementar las oportunidades de empleo en la
agricultura (Abelson, 1995). Se observa, por tanto, que la Agricultura
Sostenible busca la produccién agraria a largo plazo y que la variable
medioambiental se considere un factor de produccion tan importante como la

tierra, el capital o el trabajo.

Un modo de llevar a cabo la actividad agraria productiva de modo
acorde con la Agricultura Sostenible es la Produccion Integrada (Pl).
Efectivamente, el concepto de Pl aparece resefiado por primera vez en el afio
1977 en un documento publicado por la Organizacion Internacional para la

Lucha Biolégica e Integrada (OILB) (Steiner et al., 1977). Este documento

2
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puede considerarse como la piedra angular de la Pl en Europa y recoge los
primeros conceptos sobre los que asentar un modelo de Agricultura
Sostenible (Boller et al., 1998). Los principios y objetivos de la PI
evolucionaron durante los afios 80 y se formularon y publicaron por la OILB

en el afno 1993 por primera vez (Boller & Gendrier, 1993).

Previamente al origen de la PI, ya habia surgido el concepto de Manejo
Integrado de Plagas (MIP) como alternativa al empleo masivo de productos
fitosanitarios y cuyo enfoque encuadraba perfectamente en los principios de la
Pl y, por tanto, de la Agricultura Sostenible. EI MIP aborda el control de
plagas desde la perspectiva en la que, por un lado, se da prioridad a la accion
limitante del propio medio ambiente y, por otro, se incorporan otras técnicas
de control compatibles entre si y que cumplen determinadas exigencias

ecoldgicas, toxicoldgicas y econdmicas (Dent, 1993).

Segun Kogan (1998) "el MIP es el sistema de apoyo para la toma de
decisiones concernientes a la seleccion y empleo de tacticas de control de
plagas, individual o conjuntamente coordinadas dentro de una estrategia de
manejo, y basado en analisis costes/beneficios que tienen en cuenta los
intereses y posibles impactos sobre los productores, la sociedad y el medio

ambiente".

En este contexto, el Parlamento Europeo y el Consejo adoptaron varios
actos legislativos que modificaron profundamente la normativa comunitaria en
materia de utilizacion y comercializacion de productos fitosanitarios,
atendiendo a lo establecido en el VI Programa Comunitario de Accion
Medioambiental: la Directiva 2009/128/CE, por la que se establece el marco
de actuacion comunitaria para conseguir un uso sostenible de los productos
fitosanitarios, la Directiva 2009/127/CE, por la que se modifica la Directiva
2006/42/CE en lo que respecta a las maquinas para la aplicacion de
plaguicidas, y el Reglamento (CE) n° 1107/2009, relativo a la comercializacion

de productos fitosanitarios.
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El aspecto de mayor importancia, en relacién con el MIP, viene dado
por el articulo 14 (punto 4) de la Directiva 2009/128/CE: “Los Estados
miembros describiran en sus planes de acciéon nacionales de qué forma
garantizan que todos los usuarios profesionales aplicaran los principios
generales de la gestién integrada de plagas (GIP) establecidos en el anexo llI,

a mas tardar el 1 de enero de 2014”.

En Espafa, el RD 1311/2012 establece el marco de actuacion para
conseguir un uso sostenible de los productos fitosanitarios y procede al
desarrollo normativo de la Ley 43/2002 de Sanidad Vegetal, y a su vez
traspone al ordenamiento juridico interno la Directiva 2009/128/CE. También
se ha elaborado y publicado en noviembre del afio 2012 el Plan de Accién
Nacional (PAN) para el uso sostenible de los productos fitosanitarios. En el

anexo | del citado RD se recogen los principios generales de la GIP.

Segun los principios generales de la GIP se da prioridad a las medidas

preventivas o medidas indirectas de control, tales como:

v Utilizacion 6ptima de los recursos naturales.

v' Eliminacién de practicas agricolas con impacto negativo sobre el

agroecosistema.

v Proteccién y aumento de los enemigos naturales.

Cuando las medidas preventivas o indirectas resultan insuficientes, se
aplican medidas directas de proteccion, utilizando herramientas adecuadas de
seguimiento, prediccion y toma de decisiones. Entre las medidas de
proteccién se da prioridad a aquéllas que son selectivas sobre el organismo
perjudicial, como por ejemplo, el uso de depredadores, parasitoides y

entomopatdégenos, asi como el empleo de feromonas u otros semioquimicos.

Como ultimo recurso, se contempla la utilizacion de otras medidas de
proteccién menos selectivas, entre las que se encuentra el uso de plaguicidas

quimicos con un mayor espectro de accion.
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2. El Control Biolégico en el contexto del Manejo Integrado

de Plagas

Uno de los objetivos importantes en el contexto actual de la lucha
contra las plagas es la potenciacion del empleo del Control Bioloégico (CB)
como instrumento incorporable al MIP. El CB esta directamente relacionado
con una de las mayores fuerzas ecoldgicas de la naturaleza: la regulacion del
tamano de las poblaciones de los organismos vivos por la accion de otros, ya
que todas las especies vivas se ven afectadas por enemigos naturales,
ademas de por otras que compiten con ellas por los recursos limitados. En
sentido aplicado, el Control Biolégico de Plagas (CBP) es la utilizacién de
organismos vivos para reducir las poblaciones de organismos plaga hasta
niveles inferiores a los que alcanzarian en ausencia de esos organismos Vivos

(Van Driesche et al., 2007), idealmente por debajo del Umbral Econdémico.

Segun Van Driesche et al. (2007), la puesta en practica del CBP puede

ser llevada a cabo de acuerdo a diferentes estrategias:

v Inoculativa, clasica o de importacién: consistente en la introduccion
deliberada de enemigos naturales exéticos en la zona donde esta la
plaga, con el objetivo de que se establezcan y dispersen para lograr un

control a medio o largo plazo.

v Inundativa: basada en la recogida, cria masiva y suelta periddica en
grandes numeros del enemigo natural para conseguir un control

inmediato de la plaga.

v" De conservacion: que consiste en el manejo del ambiente para mejorar
la eficacia de los enemigos naturales ya presentes, proporcionandoles
los requisitos que necesitan para su supervivencia, como huéspedes
alternativos, alimento suplementario o habilitacion de refugios, y
eliminando o mitigando, en la medida de lo posible, los factores que les
afectan negativamente, como pueden ser el empleo de productos
fitosanitarios poco selectivos o algunas practicas culturales, como un

mal manejo del suelo, entre otros.
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A este respecto, cada vez esta adquiriendo mayor importancia el
manejo a escala paisajistica. La implementacion de ciertas acciones de
mejora, a la vez que contribuye a la utilizacién del control biolégico de
conservacion, también reporta beneficios ambientales y promueve valores
intrinsecos del paisaje rural. El empleo de -cubiertas vegetales, el
mantenimiento de la vegetacion espontanea en los bordes de las parcelas, el
establecimiento de refugios o el aprovechamiento de los barbechos como
praderas naturales, son algunas de las acciones de mejora que se pueden
utilizar. Todas ellas estan encaminadas al aumento de la biodiversidad de los
agroecosistemas, dado que muchos investigadores han comenzado a
reconocer el papel y la importancia que juega dicha biodiversidad en el
funcionamiento de los mismos, al proporcionar una gran variedad de servicios
ecosistémicos, entre ellos, los reportados por el grupo funcional de los

enemigos naturales (Altieri, 1991; Hooper et al., 2005).

Actualmente, el CBP es una practica en expansién. Asi, hasta 2006, y
en los poco mas de 100 afios de su existencia, se han realizado mas de 5.000
introducciones de unas 2.000 especies de enemigos naturales exéticos, en
196 paises o islas, y existiendo en 2006 mas de 150 agentes de control
biolégico disponibles comercialmente (Van Lenteren et al., 2006). Desde
entonces y hasta el momento actual, el CPB ha ido ganando importancia a
nivel mundial y en Espafia en particular, como demostraban los mas de 400
registros comerciales referidos a unas 30 especies de artrépodos que se
podian emplear como organismos de control biolégico y que aparecian en la
base de datos del Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio
Ambiente (MAPAMA) en el afo 2012. Actualmente, en el registro de
determinados medios de defensa fitosanitaria (MDF) del MAPAMA aparecen
mas de 600 entradas, dentro de los cuales se encuentran los agentes de CBP
(MAPAMA, 2017).
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2.1. Los antocéridos como organismos de Control Biolégico

El orden de insectos Hemiptera incluye, ademas de fitéfagos y
hematofagos, especies depredadoras de importantes plagas agricolas, siendo
las pertenecientes a las familias Anthocoridae y Miridae algunas de las mas
estudiadas, debido, principalmente, al éxito de su uso como agentes de CB en

cultivos protegidos (Jacas et al., 2008).

La familia Anthocoridae incluye unos 100 géneros, con unas 500-600
especies distribuidas por todo el mundo, aproximadamente entre los paralelos
70° N y 56° S. En general, son insectos de pequefio tamano (1,4 a 6 mm) y
ocupan una gran diversidad de habitats como flores y arbustos, bajo la
corteza de arboles (vivos o muertos) frecuentemente cubiertos de musgos y
liquenes, agallas producidas por afidos, hormigueros, nidos de aves,
madrigueras de mamiferos e instalaciones de almacenamiento de alimentos,
entre otros. Aunque la mayoria son depredadores o zoofitéfagos, algunas
especies son mirmecofilas y otras se cree que son exclusivamente fitoéfagas.
Los antocéridos depredadores suelen presentar un elevado grado de
polifagia, ya que muchos de ellos pueden alimentarse de un gran namero de
presas, como trips, psilidos, pulgones, moscas blancas, acaros o huevos y

pequefas larvas de lepidépteros (Saulich & Musolin, 2009).

Los habitos depredadores de varias especies de esta familia han
resultado de gran interés en el MIP, particularmente en estrategias que
incluyen el CB como una de las herramientas principales, debido,
fundamentalmente, a su alta eficiencia en la busqueda de presas, su buena
capacidad de dispersion y su concentracién en las areas de mayor densidad
de presas, asi como el gran potencial para el incremento de la poblacion en
caso de abundancia de alimento (Saulich & Musolin, 2009).

Dentro de la familia Anthocoridae destacan los géneros Orius Wolff,
1811 y Anthocoris Fallen,1814, ya que varias de sus especies (O. laevigatus
(Fieber, 1860), O. insidiosus (Say 1832), O. albidipennis (Reuter 1884), O.
niger (Wolff 1811), O. majusculus (Reuter 1879), A. nemoralis (Fabricius,
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1794), A. nemorum (Linnaeus, 1761) y A. confusus Reuter, 1884, entre otras)
aparecen de forma espontanea en numerosos cultivos, tanto al aire libre como
protegidos (Jacas et al.,, 2008) y algunas de ellas se han estudiado en
profundidad para su aplicacion como organismos de CBP. Como resultado de
estas investigaciones y su aplicacion en cultivos comerciales, hoy se dispone
en el mercado de varias especies de antocéridos para su utilizacion con este

fin.

2.1.1. El género Orius en Control Biolégico de Plagas

Aunque la relacién trofica existente entre algunas especies del género
Orius y los trips es bien conocida desde hace muchos afios, fue la expansion
del trips de las flores, Frankliniella occidentalis (Pergande 1895)
(Thysanoptera: Thripidae) la que indujo al desarrollo de técnicas propias de
CBP aplicables a los cultivos donde la incidencia de la plaga era mayor
(Ferragut & Gonzalez, 1994). F. occidentalis es una especie muy polifaga que
provoca dafios directos que deprecian comercialmente los frutos debido a las
manchas “plateadas” producidas por sus picaduras. Sin embargo, el mayor
dafo causado por este trips procede de su condicion de vector del virus del
bronceado del tomate (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV). En Espania, tras la
introduccion de la plaga en el afo 1986, la lucha quimica con productos
especificos resolvid el problema inicialmente, pero tras 10 afos de uso, los
niveles de resistencia que desarrollé6 este insecto contra todas las materias

activas disponibles hicieron inutil el control quimico.

Los primeros estudios sobre el género se llevaron a cabo a finales de
los anos 70 y, fundamentalmente, se centraron en la eficacia depredadora de
dos especies de origen americano, O. insidiosus (Say, 1832) y O. tristicolor
(White 1879), que fueron criadas en diversas biofabricas. En los afios
siguientes, los paises de la Cuenca Mediterranea orientaron la investigacion
hacia especies autoctonas de este género, su posibilidad de cria masiva en

laboratorio y su eficacia en el control de plagas (Ferragut & Gonzalez, 1994).
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Las especies del género Orius son conocidas por ser fitéfagas
facultativas (Coll, 1996; Lattin, 1999). Asi, por ejemplo, O. insidiosus, desde
sus primeros estadios ninfales, puede alimentarse de contenidos del xilema,
del floema y del mesdfilo, como agua, azucares, almidon y aminoacidos
(Armer et al., 1998; Lundgren et al., 2008), y O. laevigatus puede completar
su desarrollo alimentandose de polen fresco de pimiento dulce (Vacante et al.,
1997). Este hecho supone una gran ventaja para el mantenimiento de los

depredadores en el cultivo en periodos de escasez o ausencia de plaga.

A principios de los ainos 90, comenzaron a comercializarse varias de
estas especies para su empleo en los invernaderos del sur de Espaina como
alternativa al control quimico. La primera especie disponible comercialmente
fue O. insidiosus y en el afio 1993 comenz6 a utilizarse O. laevigatus.
También han sido empleadas las especies O. albidipennis (Reuter, 1884) y O.
majusculus (Reuter, 1879), bien de forma aislada o junto con O. laevigatus
(Van der Blom, 2008).

O. laevigatus se utiliza con éxito desde hace varios afios para el control
biolégico de F. occidentalis en diversos cultivos protegidos horticolas y
ornamentales, tales como pimiento, pepino, fresa, melén, berenjena, rosa y
gerbera. De entre todos estos cultivos destaca el pimiento, ya que el uso de
O. laevigatus ha permitido el establecimiento de programas de MIP basados,
exclusivamente, en el uso de la estrategia inundativa de CBP (Jacas et al.,
2008).

Las dos zonas productoras de pimiento protegido mas importantes de
Espafia son la regién de Murcia y la provincia de Almeria, con unas 1.000 y
9.300 ha, respectivamente (MAPAMA, 2015). En el afo 2008, el 100% de la
produccion en ambas regiones se realizaba mediante técnicas de CBP (Van
der Blom, 2008); siendo O. laevigatus uno de los principales agentes de

control.
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2.1.2 .El género Anthocoris en Control Biologico de Plagas

El género Anthocoris comprende unas 70 especies descritas en todo el
mundo, estando la mayoria de ellas asociadas a varias plantas herbaceas,
arboles y arbustos (Lattin, 1999). Aunque todas las especies del género son
depredadoras de artropodos y tanto las ninfas como los adultos son polifagos,
algunos estudios sefalan que algunas son mas restrictivas en sus habitats y
presas que otras. Asi, por ejemplo, A. minki Dohrn, 1860 aparece solamente
en el fresno comun (Fraxinus excelsior L.); A. sarothamni Douglas & Scott,
1865 esta asociado con la retama negra (Cytisus scoparius L.) Link; y A.
confusus Reuter, 1884 prefiere un conjunto restringido de especies lefiosas
de hoja caduca (Anderson, 1962a). En cualquier caso, también se sabe que la
mayoria de las especies de esta familia pueden ser criadas en laboratorio con
presas que no son las habituales en condiciones naturales (Anderson, 1962b;
Dempster, 1963; Saulich & Musolin, 2009).

Aunque en la bibliografia se encuentran diferentes trabajos evaluando
la capacidad depredadora de distintas especies del género Anthocoris sobre
varias plagas de diversos cultivos, la especie A. nemoralis (Fabricius, 1794)
es la mas ampliamente estudiada debido a su alto potencial como organismo
de CB contra la psila del peral, Cacopsylla pyri (Linnaeus, 1761) (Hemiptera,
Psyllidae). Esto es debido a su clara preferencia por alimentarse de psilidos.
Anderson (1962b) senala, ademas, que la tasa de desarrollo ninfal es mayor
cuando se alimenta de psila que cuando lo hace de otras especies en
condiciones de laboratorio, y Pericart (1972) indica una preferencia por los

arboles de hoja caduca, principalmente frutales.

Los psilidos constituyen una amplia familia perteneciente al suborden
Sternorrhyncha, asociados a una amplia diversidad de plantas. Las
principales especies asociadas al peral son Cacopsylla pyri, C. pyricola
(Foerster, 1848) y C. pyrisuga (Foerster, 1848), siendo C. pyri la plaga mas

importante de este cultivo en la actualidad.
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Son varios los autores que coinciden en sefalar que se da una fuerte
relacion entre la presencia de una alta diversidad de enemigos naturales con
el control de las poblaciones de insectos fitéfagos (Letourneau et al., 2009).
Asimismo, en la bibliografia se encuentran numerosos trabajos que indican
que las poblaciones de psila presentes en el peral se pueden mantener en
niveles bajos por la accion de los enemigos naturales que aparecen de forma
espontanea en el cultivo, siendo A. nemoralis el principal agente de control en
la mayoria de los casos, siempre que las intervenciones quimicas sean
compatibles con este depredador (Brunner & Burts, 1975; Herard, 1985;
Herard, 1986; Solomon et al., 1989; Novak & Achtziger, 1995; Vilajeliu et al.,
1998; Horton, 1999; Erler, 2004; Shaltiel & Coll, 2004; Saulich & Musolin,
2009; Sanchez et al., 2010; Sigsgaard, 2010; Civolani, 2012; Emami, 2017).
Asimismo, en la bibliografia se pueden encontrar estudios que determinan la
capacidad de control de la psila del peral utilizando una estrategia de CBP de
tipo inundativo mediante A. nemoralis y A. nemorum en diferentes fases de
desarrollo, desde huevo hasta adulto (Sigsgaard et al., 2006). Por todo ello,
desde hace varios afos se comercializa A. nemoralis como agente de CBP
para el control de la psila en plantaciones comerciales de peral como

alternativa al control quimico convencional.

11



Introduccién general

3. Especies de estudio: Orius laevigatus y Anthocoris

nemoralis

3.1. Orius (Orius) laevigatus (Fieber, 1860)

3.1.1. Posiciéon taxondmica

Segun la ultima actualizacion de la base de datos de Fauna Europaea

(Fauna Europaea 2016), O. laevigatus se puede ordenar taxondmicamente de

la siguiente manera:

Regnum Animalia
Subregnum Eumetazoa
Phyllum Arthropoda
Subphylum Hexapoda
Clase Insecta
Orden Hemiptera
Suborden Heteroptera
Infraorden Cimicomorpha

Superfamilia

Cimicoidea

Familia Anthocoridae

Subfamilia Anthocorinae
Tribu Oriini
Género Orius
Subgénero Orius

Especie O. laevigatus

12
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3.1.2. Descripcion

El desarrollo de O. laevigatus consta de los estados de huevo, ninfa y
adulto, y es de tipo heterometabolo. Segun la descripcion del insecto hecha
por Ferragut & Gonzalez (1994) los adultos presentan una gran plasticidad en
algunos de sus caracteres morfolégicos externos mas visibles, como el
tamafio y la coloracion. El tamafo varia de 2 a 3 mm de longitud y el cuerpo
es fusiforme y aplanado dorsoventralmente. De forma natural, se encuentran
ejemplares de color marréon claro, marron oscuro e incluso negro, siendo los

de color marrén oscuro los mas comunes (Figura 1).

Figura 1. Adulto de O. laevigatus

Las zonas mas lisas del cuerpo, como la cabeza y el pronoto,
presentan un tegumento brillante. Las antenas estan formadas por cuatro
artejos, generalmente mas gruesos en los machos que en las hembras. Los
ojos compuestos son gruesos, prominentes y de un caracteristico color rojizo.
La coloracion de las antenas es también variable, a veces con el primer
segmento mas oscuro y la extremidad del ultimo rojiza. ElI tamafo de los
segmentos antenales es bastante constante: el segundo artejo es mas del
doble de largo que el primero, mientras que el tercero y el cuarto, que son
aproximadamente iguales, un poco mas cortos que el segundo (Figura 2.EF).

13
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Figura 2. Macho (A, C, E, G, K, I.) y hembra (B, D, F, H, |, J.) adultos de O. laevigatus. A, B.
Cuerpo; C, D. Tibia del primer par de patas; E, F. Antena; G, H. Estilete; |, J. Hemiélitro; K.
Genitalia del macho; L. Tubo copulador de la hembra (De Jung et al,. 2011).

El aparato bucal es de tipo picador-suctor, de manera que las piezas
bucales se transforman para formar una especie de pico o estilete largo y
movil que puede doblar bajo su cuerpo cuando no se alimenta (Figura 2.GH).

Con este estilete perfora el cuerpo de sus presas, succionando su contenido
interno.

La parte mas visible del térax es el protérax y su parte dorsal o pronoto.
Este ultimo tiene forma trapezoidal y presenta en su parte anterior un
abultamiento alargado transversalmente que recibe el nombre de callo que
esta formado por una sola pieza. En los margenes del pronoto se presentan
cuatro macroquetas situadas en cada uno de sus angulos. El mesotérax es
visible dorsalmente por una pequefia pieza triangular llamada escudete,

mientras que el metatérax es reducido y esta totalmente cubierto por las alas.

14
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El primer par de alas o hemiélitros son casi transparentes, excepto el
cuneo, que es muy oscuro. Toda la superficie de este primer par de alas esta
cubierta de pequehas quetas oscuras. La parte membranosa de los
hemiélitros presenta una de las caracteristicas mas tipicas de esta especie: la
mitad basal es transparente, mientras que la mitad apical es oscura, siendo la

separacion entre ambas zonas rectilinea (Figura 3).

.
Figura 3. Hemiélitros de O. laevigatus con la base de la membrana incolora y el extremo
oscuro. (De Ferragut & Gonzalez, 1994).

Las patas son marchadoras, en general de color claro, amarillentas,
pudiendo ser el tercer par mas oscuro que los precedentes (Figura 2.CD). El
abdomen esta formado por 9 segmentos y presenta un notable dimorfismo
sexual, lo que permite distinguir machos y hembras sin dificultad bajo el
microscopio estereoscopico (Figura 2.AB). En las hembras es simétrico y
termina en un ovipositor ligeramente curvado y de bordes aserrados, que
emplea para cortar los tejidos vegetales e insertar en ellos los huevos. Por su
parte, el abdomen de los machos es asimétrico, estando desplazado hacia el
lado izquierdo debido a una torsidon que hace que la parte ventral de los
segmentos pase a ser dorsal, quedando por tanto en posicion dorsal las
piezas que constituyen la genitalia masculina (Figura 2.K). Formando parte de
esas piezas genitales se encuentra el paramero, una estructura esclerotizada
de forma espiral que se dispone horizontalmente sobre los segmentos finales
del abdomen y que consta de una parte basal ancha llamada Iamina o lamela.
El paramero tiene dos flagelos de distinta longitud y carece de diente. En la
base de los flagelos existe una dilatacion muy evidente cuando se observa de

perfil. Al observarse ventralmente, los ultimos segmentos abdominales
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presentan una serie de quetas marginales de aproximadamente el mismo

tamano.

El estado de huevo es dificil de observar a simple vista, ya que las
hembras lo insertan en la planta, preferentemente en la epidermis de los
tejidos tiernos. Los huevos son practicamente transparentes inicialmente,
miden en torno a 0,3-0,4 mm de longitud, tienen forma oval alargada y
presentan un opérculo muy caracteristico que es plano, ligeramente punteado
y con los bordes hendidos. A medida que se desarrollan, adquieren una
coloracion amarillenta, caracteristica de la ninfa que se esta desarrollando en
su interior, y cuando la eclosion esta proxima, se aprecian dos puntos rojos

que se corresponden con los ojos (Figura 4).

Figura 4. Huevos de Orius laevigatus. a: huevos insertados en el tejido vegetal a punto de
eclosionar. b: opérculo caracteristico del huevo. c: forma oval del huevo con el punto rojo
correspondiente a uno de los ojos.

El estado de ninfa, a su vez, consta de cinco estadios ninfales (N1-N5).
Las formas ninfales inicialmente presentan una coloracion amarilla muy clara
que va tornandose anaranjada hasta llegar a una coloracién castafia. Su
aspecto es similar al de los adultos, son de menor tamafio y no presentan
hemiélitros, aunque si se observan con claridad los esbozos alares en las
ninfas de cuarto y quinto estadio (N4 y N5). Estos esbozos alares toman una
coloracion muy oscura cuando la N5 esta desarrollada y a punto de mudar,
hecho que es mas evidente cuando la ninfa presenta una coloracion clara
(Figura 5).
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Figura 5. Diferencias de coloracion en O. laevigatus en funciéon de la temperatura. a: ninfa
N2 a 30 °C; b: ninfa N2 a 18 °C; c¢: ninfa N4 recién mudada a 12 °C; d: ninfa N4 a 21 °C de 1
dia de edad. e: ninfa N5 a 30 °C a punto de mudar; f: ninfa N5 a 21 °C a punto de mudar; g:
ninfa N5 a 12 °C a punto de mudar. h: adulto recién mudado a 24 °C. i: adulto de 1 dia a 24
°C.

Segun observaciones personales, parece que existe cierta variabilidad
en la coloracion de los individuos de O. laevigatus, que esta directamente
relacionada con la temperatura a la que se desarrolla el insecto, ya que la
coloracion resulta ser amarillenta o anaranjada en ensayos realizados a
temperaturas altas (>27 °C), y casi negra cuando lo hace a temperaturas mas
bajas (12-15 °C), existiendo una mayor variabilidad cuando las temperaturas
son intermedias. Este hecho es muy evidente en los estadios ninfales. Por su
parte, los adultos recién mudados presentan una coloracion amarillenta que
adquiria tonos marrones con el paso de las horas, para acabar siendo mas o
menos oscuros en funcion de la temperatura, tal y como se ha sefalado

anteriormente.
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3.1.3. Habitat y distribucion geografica

El area de distribucién de O. laevigatus abarca toda la Cuenca
Mediterranea, extendiéndose a las islas de la Macaronesia, la fachada
atlantica de Francia y las islas Britanicas (Ferragut & Gonzalez, 1994).
También se encuentra en el este de Asia y el norte de Africa, y se ha
introducido en la peninsula de Korea (Jung et al. 2011). En las Figura 6 y
Figura 7 se muestra la distribucion geografica de O. laevigatus segun la base

de datos de Fauna Europaea (Fauna Europaea, 2016).
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Figura 6. Distribucion de O. laevigatus en Europa (Fauna Europaea, 2016)
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Presencia Dudoso Ausencia Sin datos

Figura 7. Distribucion de O. laevigatus en el mundo (exceptuando la distribucion en Europa)
(Fauna Europaea 2012).

Ferragut & Gonzalez (1994) examinaron mas de 100 muestras
recogidas en una amplia area geografica de Espana para analizar la
distribucion de las especies peninsulares de Orius. Dicha area geografica
abarc6 la Comunidad Valenciana, Murcia, Andalucia y Extremadura, ademas
de prospecciones puntuales en otros lugares de la Peninsula. Los resultados
obtenidos mostraron que O. laevigatus era la especie predominante, ya que
estaba presente en el 47% de las muestras. Concretamente, estas muestras
procedian de las siguientes provincias: Alicante, Almeria, Cordoba, Granada,
Malaga, Murcia, Sevilla, Teruel y Valencia; y los cultivos muestreados fueron
fresén, pimiento, judia, habas, sandia, tomate, crisantemo, peral, manzano,
mango, naranjo, girasol, algoddén, remolacha, alfalfa, maiz, asi como varios

tipos de vegetacion espontanea.
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3.2. Anthocoris nemoralis (Fabricius, 1794)

3.2.1. Posicién taxondmica

Segun la ultima actualizacion de la base de datos de Fauna Europaea
en 2016 (Fauna Europaea 2016), A. nemoralis se puede ordenar

taxondmicamente de la siguiente manera:

Regnum Animalia
Subregnum Eumetazoa
Phyllum Arthropoda
Subphylum Hexapoda
Clase Insecta
Orden Hemiptera
Suborden Heteroptera
Infraorden Cimicomorpha
Superfamilia Cimicoidea
Familia Anthocoridae
Subfamilia Anthocorinae
Tribu Anthocorini
Genero Anthocoris
Especie A. nemoralis

3.2.2. Descripcion

Al igual que en O. laevigatus, el desarrollo de A. nemoralis consta de
los estados de huevo, ninfa y adulto, y es de tipo heterometabolo. De igual
modo consta de cinco estadios ninfales N1 a N5. Segun la descripcidn
realizada por Pericart (1972), los adultos de A. nemoralis tienen un tamafo
variable, con una longitud comprendida entre 3,3 y 4 mm. La coloracién de los
adultos varia del rojo claro, cuando alcanzan el estado adulto y durante pocas
horas posteriores a la muda, al castafo oscuro, coloracion que normalmente

toma al dia siguiente (Figura 8 )
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Figura 8: Evolucion de la coloracién de Anthocoris nemoralis después de la muda a estado
adulto.

La cabeza es de pequefo tamano, siendo su forma mas larga que
ancha. Los ojos compuestos sobresalen de la cabeza, estan situados
lateralmente, y son de color rojizo. Entre ellos, presenta dos ocelos de gran
tamano y distantes entre si. El aparato bucal es de tipo picador-suctor, igual
que el descrito para O. laevigatus, de forma que con él succiona el contenido

de la presa (Figura 9).

Figura 9: Adulto y ninfa de Anthocoris nemoralis alimentandose de ninfas de Cacopsylla pyri

Las antenas son mas largas que la cabeza y el protorax juntos. El
primer artejo sobrepasa un poco el apice de las mejillas, el segundo es casi

igual de largo que la anchura de la cabeza o un poco mas corto. En ocasiones
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la coloracion de las antenas es completamente amarillo-rojiza o rojiza, pero lo
mas frecuente es que sea acastafiada o negra, con la zona basal y los
extremos del segundo y del tercer artejo de color rojizo. En los individuos de
coloracion mas clara, las zonas oscuras se transforman en castafio-rojizas y
las zonas rojizas en rojo-amarillentas. Pronoto normalmente de color oscuro,
pero a veces rojizo y con la base y el cuello oscuros, o por el contrario marrén

oscuro con la base rojiza.

Hemiélitros con una fina pubescencia de color claro, semi-erecta,
mezclada con sedas mas largas. El clavus es mate, rojizo en su parte central
y mas o menos oscuro en el resto; la exocoria es granulada, pero muy
brillante, y la endocoria mate; la coria es de color castafio o rojizo, mas clara
hacia su base; el cuneo es brillante, castafio o rojizo, a veces con finos
bordes rojo-claros. La membrana es acastafiada, con una mancha basal y dos
laterales de color blanco que pueden llegar a confluir, delimitando manchas
castafas. Patas de color amarillo, rojizo o rojo oscuro. A menudo, las tibias se

oscurecen en su base y los fémures en su extremo.

Se observa dimorfismo sexual que permite distinguir machos y hembras
exteriormente, ya que las hembras, al igual que O. laevigatus, presentan un
ovipositor en los ultimos segmentos abdominales con el que insertan los
huevos en el tejido vegetal. Sin embargo, el macho presenta una forma mas o
menos redondeada al final del abdomen (Figura 10). El paramero del macho

es falciforme y no dentado.
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Figura 10. En la imagen izquierda se muestra el dimorfismo sexual entre machos (izquierda)
y hembras (derecha) adultos de Anthocoris nemoralis. En la imagen derecha se observa en
detalle el ovipositor de la hembra.

Los huevos son similares a los de otros antocoridos. Tienen un tamafho
de aproximadamente 0,8 mm, son de forma oval alargada, sensiblemente
arqueada y con un opeérculo caracteristico. La malla de la corona exterior del
opérculo es regular y alargada radialmente. Los huevos son inicialmente
blancos, tornando a una coloracion amarillenta a medida que se desarrollan y
finalmente de color anaranjado, con dos puntos rojos correspondientes a la

futura ninfa a punto de nacer (Figura 11).

Figura 11. Huevos de Anthocoris nemoralis.
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Las ninfas recién nacidas son de color amarillo palido, con la cabeza, el
extremo de las antenas y el abdomen de color anaranjado, asi como las patas
ligeramente oscurecidas. Tienen un tamafo aproximado de 1 a 1,5 mm. Las
ninfas, a medida que van creciendo, toman coloraciones anaranjadas o
castano rojizas, con los ultimos segmentos del abdomen notablemente mas
oscuros que el resto del cuerpo. Al alcanzar el estadio N4 se aprecian los
esbozos alares. La ninfa de quinto estadio tiene una coloracion variable, de
castafio rojizo a castafio verdoso muy oscuro, dependiendo de la
alimentacion. Las antenas son oscuras, salvo el extremo de cada artejo. El
pronoto es de color mas o menos claro en su parte posterior, asi como los
esbozos de las alas y los angulos posteriores de cada terguito abdominal. Las
patas suelen ser generalmente oscuras, con el apice de las tibias y la base de
los tarsos ligeramente mas claros. Cuerpo enteramente revestido de una
pubescencia dispersa, mas desarrollada sobre las antenas y las patas. La
longitud de las ninfas N5 ronda los 4 mm, es decir, practicamente lo mismo

que el estado adulto (Figura 12).

Los organos sexuales no son visibles externamente en los primeros
estadios ninfales, pero en las ninfas de quinto estadio el ovipositor de la
hembra aparece como un esbozo. Este esbozo se caracteriza por la
prolongacion del esternito VIII en un Iébulo medio posterior que divide el
esternito IX en dos partes. Por otra parte, el esternito IX presenta, a cada lado
de este I6bulo medio, un proceso de forma ovalada. Por el contrario, los
esternitos VIIl y IX de los machos son simples, aunque el esternito IX posee
en su parte posterior un proceso bilobulado con forma de cresta transversal y

una longitud igual a la anchura del pequefio esclerito anular X.
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Figura 12. Estadios ninfales de Anthocoris nemoralis.

3.2.3. Habitat y distribuciéon geografica

A. nemoralis es una especie nativa de la region Paleartica y su area de
distribucion abarca practicamente la totalidad del continente Europeo, el
Reino Unido y el oeste de Rusia (Figura 13), asi como los paises de la
Cuenca Mediterranea, incluyendo la peninsula Arabiga y el norte de Africa.
Este depredador esta asociado a varios tipos de arboles y arbustos v,
ocasionalmente, a plantas herbaceas, aunque habitualmente se decanta por
arboles frutales de hoja caduca, siendo habitual encontrarlo en peral y
manzano, donde se alimenta de pequefos artropodos con una clara
preferencia por los psilidos (Anderson 1962a; Anderson 1962b; Péricart,
1972; Horton et al., 2004).
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Figura 13. Distribucion geografica de Anthocoris nemoralis en Europa (Fauna Europaea
2016)

La primera cita de A. nemoralis en Norteamérica procede de
recolecciones realizadas en 1958 en cultivos de melocotdén de la peninsula del
Niagara, en Ontario, volviendo a ser citado en los afios 70 en las zonas
limitrofes de la cita anterior en cultivos de melocoton, peral, manzano y nogal.
Aunque se desconoce el origen de estas poblaciones, se cree que pueden
proceder de una introduccion accidental anterior a 1958, a partir de alguna
planta procedente de vivero. Por el contrario, se sabe que en 1963 se hicieron
liberaciones intencionadas de A. nemoralis procedentes de Suiza en cultivos
de peral localizados en Summerland, en el este de Canada, con el objetivo de
controlar la psila del peral. Actualmente, A. nemoralis se encuentra
practicamente en toda la costa oeste norteamericana, asi como en la
peninsula del Niagara (Horton et al., 2004).A. nemoralis es una especie
frecuente en la Peninsula Ibérica y segun Gémez-Menor (1956) esta presente
principalmente en las provincias de La Corufa, Barcelona, Teruel, Cuenca,

Madrid, Caceres, Cadiz, Murcia, Ceuta y Melilla.

Desde hace varios anos, y especialmente en la actualidad, A. nemoralis
se comercializa como organismo de CB en varios paises europeos para el
control de la psila del peral, por lo que su distribucién ha podido expandirse a

zonas en las que anteriormente no se encontraba presente.
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OBJETIVOS

e Estimar los parametros de funciones matematicas que relacionan la
tasa de desarrollo de Orius laevigatus con la temperatura, utilizando
temperaturas constantes.

e Determinacidn si la variacién intradiaria de la temperatura influye en la
tasa de desarrollo de O. /aevigatus.

e Validar los modelos ajustados para O. laevigatus comparando los
resultados predichos con la duracién del desarrollo en condiciones de
exterior.

e Evaluar, en la fase de laboratorio, los efectos secundarios sobre la
mortalidad y la capacidad de incremento poblacional de insecticidas y
fungicidas de uso habitual en el cultivo del peral sobre Anthocoris
nemoralis.

e Analizar y comparar las estrategias de control de Cacopsylla pyri en
un sistema de manejo convencional y en un sistema de manejo
integrado de plagas que incorpora la utilizaciéon del organismo de

control biolégico A. nemoralis.
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CAPITULO I. Modelos matematicos para la prediccion del

desarrollo de Orius laevigatus en funcién de la temperatura

1. Introduccion

Para evaluar el potencial de un enemigo natural como agente de
control biolégico es fundamental tener un buen conocimiento de algunos
aspectos de su biologia, tales como su desarrollo y supervivencia en
diferentes condiciones ambientales (Argyro et al., 2007). Los insectos, como
otros organismos vivos, se ven afectados por diversos factores ambientales
como la temperatura, la humedad relativa o el fotoperiodo, y solamente se

desarrollan en unos rangos determinados de dichos factores.

El conocimiento de la tasa de desarrollo y de la mortalidad de los
organismos plaga y sus enemigos naturales en funcién de la temperatura,
resulta de gran interés para comprender sus dinamicas poblacionales y
desarrollar estrategias de control eficaces (Kim et al., 2009). De todos estos
factores, la temperatura es el factor que mayor influencia tiene sobre su
desarrollo, ya que, al ser organismos poiquilotermos, la incidencia sobre sus
procesos bioquimicos es de gran importancia (Wagner et al., 1984). El rango
de temperaturas efectivas varia segun las especies y el estado y estadio de
desarrollo en el que se encuentre el insecto. El conocimiento de los
umbrales térmicos, asi como la evolucion del desarrollo a cada temperatura,
es una herramienta fundamental para aplicar con éxito el CBP (Tobin et al.,
2001).

Por todo ello, diferentes investigadores han intentado predecir la
evolucion de los sucesivos eventos que tienen lugar a lo largo del ciclo de
vida de los insectos mediante modelos matematicos que utilizan la
temperatura ambiental como unica variable independiente. Dichos modelos
se basan en la construccién de curvas que relacionan los tiempos o tasas de

desarrollo con la temperatura.
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Si se mide el tiempo de desarrollo utilizando valores puntuales
proximos de temperatura y se representan los resultados en unos ejes
cartesianos, se obtiene una curva en forma de "J" invertida (Figura 14.a). Si
lo que se representa en funcion de la temperatura es la tasa de desarrollo, la
curva resultante tiene forma de sigmoide asimétrica (Howe, 1967) (Figura
14.b). Dado que la tasa de desarrollo (r) es la inversa del tiempo de
desarrollo, esta variable mide la porcion de desarrollo avanzada por unidad

de tiempo.

n ia
TIEMPO (DIAS) TASA DE DESARROLLO (DIA™)

umb 10 UMD

TEMPERATURA (°C)

TEMPERATURA (°C) b

Figura 14. a: Relacion entre tiempo de desarrollo y temperatura; b: Relaciéon entre tasa de
desarrollo y temperatura. UmD: Umbral minimo de desarrollo; TO: temperatura 6ptima;
UMD: Umbral maximo de desarrollo (De Marco, 2001).

En el caso de la Figura 14.b, puede observarse como en el limite
térmico inferior la curva se aproxima al punto cero de desarrollo
asintéticamente, ya que, generalmente, los insectos sobreviven durante
largos periodos de tiempo a bajas temperaturas con un desarrollo lento. Por
esta razon, la temperatura mas baja a la que ocurre el desarrollo, llamada
umbral minimo de desarrollo (UmD), es dificil de medir con precision. A
medida que las temperaturas suben desde este limite inferior, la tasa de
desarrollo aumenta, pudiéndose ajustar la funciéon a una recta en la zona
intermedia. A medida que nos acercamos a la temperatura 6ptima (aquella
en que la tasa de desarrollo es maxima), el desarrollo comienza a
ralentizarse, para caer después bruscamente. Ademas, a temperaturas
superiores a la 6ptima, los porcentajes de mortalidad son muy elevados
(Wagner et al., 1984), lo que hace también dificil el estudio del desarrollo a

altas temperaturas y, por tanto, la determinacion del umbral maximo de
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desarrollo (UMD), que es la temperatura por encima de la cual el insecto no

puede desarrollarse (Pedigo, 1996).

1.1. Modelos de relacion tasa de desarrollo-temperatura

El UmD varia entre especies de insectos y entre los distintos estados
y estadios de una misma especie. También la integral térmica es diferente
para distintos eventos y entre especies diferentes para un mismo evento.
Para la determinacion de estos valores se han propuesto numerosos
modelos empiricos y biofisicos que describen la relacién de la tasa de

desarrollo frente a la temperatura.

El primer modelo utilizado fue el lineal. Este modelo esta basado en el
trabajo de diversos autores (Candolle, 1885; Reibisch, 1902; Sanderson &
Peairs, 1913; Arnold, 1960; Baskerville & Emin, 1969; Abrami, 1972; Allen,
1976, Sevacherian et al., 1977) y asume como relacion valida entre la tasa
de desarrollo y la temperatura a la descrita por una recta. El umbral minimo
de desarrollo se determina tomando el valor del punto de corte de la recta
con el eje de abscisas. Aunque es un modelo valido para temperaturas
intermedias, no se ajusta a la realidad tanto a temperaturas bajas como
altas, lo que impide un correcto calculo del umbral minimo, de Ila
temperatura optima y de la integral térmica, y no permite calcular el umbral
maximo. No obstante, este modelo ha sido utilizado desde hace mucho
tiempo por muy diversos autores dada su sencillez de calculo y manejo, y
porque representa una aproximacion aceptable en muchos casos practicos
(Allen 1976, Higley et al. 1986, Cullen & Zalom 2000, Jones et al. 2005).

A lo largo del tiempo han ido apareciendo diversos modelos cuyo
objetivo principal es el de resolver los problemas que presenta el modelo
lineal. Se describieron, asi, los modelos catenario simétrico y asimétrico
(Janisch, 1925), exponencial (Belehradek, 1935) y logistico (Davidson,
1944). Estos modelos también presentan problemas en los ajustes en las

zonas de temperaturas altas y bajas. Por su parte, el modelo sigmoide
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modificado (Stinner et al., 1974) corrige el desajuste de los modelos

anteriores en la zona de altas temperaturas.

Todos los modelos citados hasta ahora son empiricos, ninguno de
ellos basado en leyes biofisicas. En 1977, Sharpe & DeMichele formularon
un modelo biofisico complejo que lleva su nombre y que es ampliamente
aceptado y utilizado, dado que describe la relacién tasa de desarrollo-
temperatura correctamente en todo el rango de desarrollo de la especie de
insecto y fase considerada. Este modelo, basado en cinética enzimatica,
contiene seis parametros con interpretacion bioquimica y termodinamica.
Para subsanar algunos de los problemas que surgian al estimar los
parametros mencionados, Schoolfield et al. (1981) propusieron una

simplificacion del modelo.

Sin embargo, diferentes investigadores siguieron proponiendo
modelos intentando, sobre todo, mejorar el calculo del umbral minimo de
desarrollo. Asi, en 1983, Hilbert & Logan describieron el modelo de Logan
tipo Ill, cuya expresion matematica es la combinacion de dos funciones. La
primera para cubrir la parte ascendente de la tasa de desarrollo y la segunda
para la region descendente de la misma. Con igual objetivo fue propuesto el
modelo de Lactin et al. (1995), cuya mejora con respecto al anterior es su
mayor rigurosidad respecto a lo descrito matematicamente por debajo del
umbral minimo de desarrollo, ya que el modelo de Logan tipo Illl no es
biolégicamente correcto en este sentido, pues predice un aumento de la tasa

de desarrollo a temperaturas inferiores a ese umbral.

En la actualidad se siguen estudiando modelos cuyo objetivo principal
ha pasado a ser el de reducir el numero de parametros utilizados. Asi, en
1999, Briere et al. propusieron un modelo con tan soélo 3 parametros que
consigue muy buenos ajustes y permite seguir obteniendo el umbral minimo
de desarrollo. De cualquier manera, aun se siguen estudiando los modelos
disponibles en la bibliografia para evaluar cuales de ellos obtienen los
mejores ajustes (Angilletta Jr., 2006; Shi & Ge, 2010; Sanchez-Ramos et al.
2015).
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1.2. Método de grados dia como instrumento de prediccion

El método mas extendido basado en la relacién tasa de desarrollo-
temperatura con fines predictivos, es el método de grados-dia (DD). Los
grados-dia representan la acumulacion de unidades de calor por encima de
cierta temperatura, en un periodo de un dia. En el caso de los insectos, esa
cierta temperatura es el umbral minimo de desarrollo. Diariamente, los DD
se calculan, por tanto, como la diferencia entre la temperatura media diaria y

el umbral minimo de desarrollo.

Para poder predecir el estado de desarrollo a partir de los DD, es
necesario haber establecido antes, ademas del umbral minimo de desarrollo,
la integral térmica, definida como el numero de DD que han de ser
acumulados para que ocurra un evento determinado (eclosidon, mudas
larvarias o ninfales, pupacion y emergencia del adulto). De este modo, se
puede estimar cuando va a tener lugar un evento concreto, acumulando DD

hasta alcanzar el valor de su integral térmica correspondiente.

El método de DD, en la actualidad, solo merece la pena aplicarlo con
el modelo lineal, ya que con los modelos no lineales lo ideal es determinar
los valores de temperatura, en intervalos de tiempo establecidos, y acumular
las tasas de desarrollo correspondientes hasta que sumen 1, en cuyo caso
el estado o estadio se habra completado. Esto es posible debido a que
actualmente se dispone de la tecnologia adecuada, tanto en los sistemas de
medicion de temperatura como de las aplicaciones informaticas

correspondientes (Garcia Ruiz, 2011).
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2. Materiales y métodos
2.1. Cria masiva de Orius laevigatus

Para el suministro continuo de los individuos necesarios para llevar a
cabo los bioensayos, se establecio una poblacidon de O. laevigatus en
laboratorio a partir de insectos comercializados (Orius-System®) por la
empresa Biobest. Dicha poblacién se inici6 con unos 1.000 individuos
(adultos y ninfas N5).Para poner a punto el método de cria, inicialmente se
siguié la metodologia propuesta por Schmidt et al. (1995) para O. insidiosus
y que Shakya et al. (2009) utilizaron para criar O. laevigatus.
Posteriormente, y como resultado de la experiencia, se introdujeron algunas
modificaciones para minimizar los inconvenientes que iban surgiendo y asi
adaptar la metodologia a las necesidades del estudio. Los recipientes para
la cria (Figura 15.a) consistieron en cajas de plastico transparente, de 23,5 x
22,0 x 5,5 cm (largo x ancho x alto), con 4 orificios de ventilacion, de 2,2 cm
de diametro, situados en la tapa y cubiertos con papel de filtro de 60 g/m? de
densidad. En el interior de la caja se colocé un pliego de papel de filtro,
doblado en zig-zag, para ofrecer refugio y minimizar el canibalismo, ademas

de absorber un posible exceso de humedad.

Figura 15. a. Recipientes de cria de O. laevigatus; b. Vainas de alubia (Phaseolus vulgaris)

Como sustrato de oviposicidén se utilizaron vainas frescas de alubia,
Phaseolus vulgaris (judia verde o judia) (Figura 15.b). Tras la introduccion
de los adultos en las cajas de cria, se colocaban dos vainas de judia para
obtener una cohorte de huevos y, tras un periodo de 24 horas, se aislaban
en una nueva caja para que los huevos eclosionaran y las ninfas se

desarrollasen hasta su estado adulto. Una vez eclosionados los huevos,
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estas vainas se sustituian por otras frescas, que eran a su vez sustituidas a
medida que se iban deteriorando, para proporcionar una fuente de humedad

para los insectos y un nuevo sustrato de oviposicion.

Como fuente de alimentaciéon se utilizdo el preparado comercial
Nutrimac®, de la empresa Biobest, consistente en huevos de Ephestia
kuehniella Zeller 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) esterilizados. Este alimento
se suministraba cada dos dias en cantidades que variaban en funcion del
desarrollo en que se encontraba la poblacion. La poblacion se mantuvo en
una camara climatica (Sanyo MLR-350H®, Sanyo, Japon) con condiciones
controladas de temperatura (24+1 °C), humedad relativa (60£10 %) y
fotoperiodo (16:8 L:0O).

2.2. Ensayos de laboratorio

2.2.1. Temperaturas constantes

En general, para la realizacion de cada uno de los bioensayos se
utilizaron unos 120 huevos de menos de 24 horas y 60 ninfas de primer
estadio recién emergidas, sometidos a las siguientes temperaturas
constantes: 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 35, 36 y 37 °C. En el ensayo a 15
°C, tan sélo se dispuso de 80 huevos, ya que la actividad de oviposicion del
insecto a esta temperatura es muy baja. En el caso del bioensayo a 12 °C,
se repitid este proceso durante dos dias para conseguir suficientes huevos.
Los adultos utilizados para obtener los huevos empleados en cada
bioensayo fueron aclimatados previamente a la temperatura correspondiente
desde el estadio N1. En los ensayos de 15, 18, 21, 24 y 27 °C, se permitid
que las hembras adultas ovipositaran durante 24 horas. Por su parte, en los
ensayos de 30, 33, 35, 36 y 37 °C, este tiempo fue de 12 horas, ya que las
posteriores observaciones hubo que realizarlas cada 12 horas debido al
rapido desarrollo del insecto a estas temperaturas.

Debido a que O. laevigatus introduce los huevos en el tejido vegetal,
es muy complicado hacer el seguimiento de la evolucién de los mismos de

forma individualizada. Para evitar este inconveniente, se seleccionaron 120
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huevos al azar, marcando con rotulador pequefos grupos. Diariamente se
contabilizaban los huevos que habian eclosionado de entre los 120 elegidos

(observando la apertura del opérculo).

Una vez que comenzaba la eclosion de los huevos, se seleccionaron
al azar 60 ninfas de menos de 24 horas de edad (12 horas en los
bioensayos a 30, 33 y 35 °C) de entre todas las presentes en la caja y se
colocaron de forma individualizada en recintos para hacer un seguimiento
del desarrollo. En el bioensayo a 36 °C no se llegaron a individualizar las

ninfas N1, ya que la totalidad de ellas habia muerto en menos de 24 horas.

La individualizacién se hizo en cajas cilindricas de plastico, de 3 cm
de diametro y 1,5 cm de altura, provistas de un orificio de ventilacién en la
tapa, de 8 mm de diametro, cubierto por la parte interna con esparadrapo de
tejido sin tejer Codix®. En estas cajas se introducia, a su vez, una pequena
porcion de vaina de judia y huevos de E. kuehniella suministrados ad libitum
(Figura 16).La vaina se cambiaba cuando comenzaba a secarse, ya que era

la fuente de agua para el insecto.

Figura 16. Cajas de plastico utilizadas para la individualizacién de individuos de O.
laevigatus.

Estas ninfas se introducian en una camara climatica, a la temperatura
correspondiente de cada bioensayo, y se hacia un seguimiento diario para

determinar la mortalidad y el momento de la muda.

En el caso de los ensayos a 12, 15, 18, 21, 24 y 27 °C, las
observaciones se hacian cada 24 horas a partir del momento de la

individualizacién, y para las temperaturas de 30, 33, 35, 36 y 37 °C, cada 12
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horas, ya que ensayos previos mostraron que en 24 horas podian darse
tasas de desarrollo superiores a 1 en este rango de temperaturas, lo que
significa que un individuo puede mudar dos veces en ese tiempo. El
momento de la muda se determiné por la presencia de la exuvia, la cual se

retiraba para evitar posibles confusiones en mudas sucesivas (Figura 17).

Figura 17. Exuvia de O. laevigatus. a: exuvia de ninfa N2 y huevo de E. kuehniella. b:
exuvia de ninfa N5.

2.2.2. Temperaturas variables

La temperatura es un parametro de naturaleza variable a lo largo del
dia, por lo que los insectos no estan sometidos a temperaturas constantes
en condiciones naturales. Por este motivo, se analizé la posible influencia de
la variacion diaria de la temperatura sobre el tiempo de desarrollo de O.
laevigatus. Para ello, se program6 una camara climatica para que la
temperatura fuera variando en su valor a lo largo de 24 horas, de modo que
su evolucion se asemejara lo maximo posible a la que puede registrarse en
un dia de verano tipico en un clima mediterraneo, siendo la temperatura
media de 24 °C. La temperatura variaba a intervalos horarios, desde un

minimo de 17 °C a un maximo de 31 °C (Figura 18).
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Figura 18. Evoluciéon de la variacion intradiaria de la temperatura, utilizada para la
determinacion de la influencia de dicha variacién en la duraciéon del desarrollo de O.
laevigatus.

La metodologia llevada a cabo para el seguimiento del desarrollo de
O. laevigatus fue la misma que la descrita para los bioensayos a

temperaturas constantes, realizando observaciones cada 24 horas.

2.2.3. Validacion del modelo

Para validar los modelos ajustados a temperaturas constantes se
diseid un ensayo en condiciones reales al aire libre. El ensayo se llev a
cabo en una estructura cubierta para proteger a los insectos de la radiacion
solar directa y de las eventuales lluvias que pudieran producirse. La
temperatura ambiente se midié a intervalos de 30 minutos, mediante un
registrador de temperatura (Testostor 175 data-logger®) durante el desarrollo
del bioensayo.

La oviposicion de los adultos se llevdé a cabo también al aire libre,
utilizando adultos procedentes de la cria masiva, durante un periodo de 12

horas. Para el seguimiento de la evolucion de los huevos hasta el estado
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adulto, se utilizé la misma metodologia que en los ensayos de laboratorio.

Las observaciones se realizaron cada 12 horas.

Para poder comparar el tiempo de desarrollo observado con el
predicho por los modelos, se determin6 este ultimo sumando las tasas de
desarrollo calculadas por el modelo correspondiente (para cada dia,
sumando las obtenidas a intervalos de 30 minutos y dividiendo por 48, cifra
que se corresponde con el numero de intervalos de 30 minutos incluidos en
24 horas), hasta que se llega a la unidad, momento en el cual el evento ha

finalizado.

El porcentaje de ajuste entre el valor predicho por cada modelo y el
observado en condiciones reales de exterior, se calculd dividiendo el primero
por el segundo y multiplicando por 100. De este modo, cuando el porcentaje
de ajuste es inferior al 100%, el modelo predice un desarrollo mas rapido de

lo que ocurre en realidad, y cuando es superior al 100%, mas lento.

2.3. Meétodos estadisticos

2.3.1. Modelizacion y modelos de desarrollo

La relacion entre la temperatura (T) y la tasa de desarrollo (r = 1/d,
donde d es el tiempo de desarrollo medio en dias) obtenidas a las
temperaturas constantes y variables ensayadas, se ajusté al modelo lineal y
a los modelos no lineales de Logan tipo Ill (Hilbert & Logan 1983), Lactin
(Lactin et al. 1995) y Briére (Briére et al. 1999). Estos modelos no lineales
permiten predecir los umbrales minimo y maximo de desarrollo (UmD, UMD).
El ajuste de los modelos lineal y no lineales y la estimacion de los
parametros se realizaron mediante el programa Tablecurve 2D (Jandel
Scientific, San Rafael, CA). La calidad del ajuste de los modelos lineal y no
lineales se establecié a partir del coeficiente de determinacién Ra?, que
permite la comparacion de funciones con diferentes grados de libertad
(Kvalseth, 1985).
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2.3.1.1. Modelo lineal

En el modelo lineal, la relacién entre temperatura (T) y tasa de

desarrollo (r) es la indicada por la expresion matematica siguiente:

r(T) = a+bT.

El umbral minimo de desarrollo (UmD) y los requerimientos de DD se
obtuvieron asi: UmD = -a/b y DD = 1/b, donde a y b se estimaron por el

meétodo de regresion de minimos cuadrados.

2.3.1.2. Modelo Logan tipo Il

La expresion matematica de este modelo es una combinacion de dos
funciones (Hilbert & Logan, 1983). La primera representa la zona de
incremento de la tasa de desarrollo en relacion al incremento de
temperatura. Dicha funcién es de tipo sigmoidal. La segunda funcidn,
desarrollada por Logan et al. (1976), representa la porciéon descendente de
la tasa de desarrollo en relacién al incremento de temperatura. La expresion

matematica general del modelo es:

F(T) = @ ((T-To)2/ (T-Te)? + D?) — ex((Tm =~ (-To/am)

donde T es la temperatura, r(T) es la tasa de desarrollo a la
temperatura T, Tv es la temperatura base (por debajo de la cual, la tasa de
desarrollo es cero segun el modelo), Tm es el umbral maximo de temperatura
expresado en °C por encima de la temperatura base, de forma que Tp + Tm =
Tmax, AT es la longitud del eje de abscisas entre la temperatura 6ptima y el
umbral maximo y representa el rango de temperaturas en el que la crisis

térmica tiene una influencia decisiva. y y D son dos constantes empiricas.

2.3.1.3. Modelo Lactin

Lactin et al. (1995) modificaron el modelo no lineal propuesto por

Logan et al. (1976) para obtener otro que estimara el UmD. Para ello
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eliminaron el parametro g e introdujeron uno nuevo (A) que permite dicha

estimacion. EI modelo tiene la siguiente expresién matematica:

r(T) =ePT — e(meax— (Tmax - T)/A) 4 )

donde T es la temperatura, r(T) es la tasa de desarrollo a la
temperatura T, Tmax €s la temperatura supradptima a la que r(T) = A, A es la
diferencia entre Tmax y la temperatura a la que r(T) es maxima, p describe la
aceleraciéon de la funcion desde el umbral minimo de temperatura hasta la
temperatura optima y A permite a la curva cortar al eje de abscisas a
temperaturas subdptimas, permitiendo con esto la estimacion de un UmD.
Este parametro representa la asintota a la que la funcién tiende a bajas

temperaturas.

2.3.1.4. Modelo Briére

Con el fin de obtener un modelo simplificado de desarrollo, Briere et
al. (1999) desarrollaron un modelo con soélo tres parametros cuya expresion

matematica es la siguiente:

NT)=aT(T-To) (TL—T)"?para To< T<TL

donde T es la temperatura, r(T) es la tasa de desarrollo a la
temperatura T y que vale 0 para valores de T<To y de T>TL, To es el umbral
minimo de temperatura, TL el umbral maximo de temperatura y a una

constante empirica.
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2.3.2. Andlisis estadisticos

Para comparar la duracién media del tiempo de desarrollo a
temperatura constante de 24 °C y a temperaturas variables intradiarias con
una media de 24 °C, se iba a utilizar el test paramétrico t-Student o Student-
Fisher para muestras independientes. Pero, dado que en ningun caso se
cumplieron a la vez las hipotesis de normalidad y homocedasticidad, se
empleé el test no paramétrico U de Mann-Whitney para muestras

independientes. Se fijo un nivel de significacién del 5%.

Los analisis se realizaron utilizando el programa estadistico

Statgraphics ~ Centurion XVI®  (StatPoint  Tecchnologies, Inc.).
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3. Resultados

3.1. Efecto de la temperatura sobre la mortalidad

Para el estado de huevo, los porcentajes de mortalidad se situaron
por debajo del 13% a las temperaturas constantes comprendidas entre 12 y
33 °C. A temperaturas superiores se observo un fuerte incremento, siendo
del 20,83% a 35 °C, del 62,50% a 36 °C y del 100% a 37 °C (Figura 199).

En el caso de los estadios ninfales (N1-N5) los porcentajes de
mortalidad observados fueron muy bajos en todos los casos, con valores
inferiores al 5% y con una muy ligera tendencia ascendente, que no supera
el 13%, en las temperaturas extremas para las ninfas de cuarto y quinto
estadio. A la temperatura de 36 °C se produjo un 100% de mortalidad de las
ninfas N1 (Figura 19).

Al representar graficamente estos resultados, se observa una curva
caracteristica en forma de “J” en el caso del estado de huevo y del estadio
ninfal N1, mientras que para el resto de estadios ninfales son practicamente

planas (Figura 19).
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Figura 19. Porcentajes de mortalidad para huevos y ninfas (N1-N5) de O. laevigatus a
temperaturas constantes

3.2. Tiempo y tasa de desarrollo

En la Tabla 1 se muestra la duracion media del tiempo de desarrollo,
expresado en dias, con su error estandar, para huevos y ninfas de O.
laevigatus a las diferentes temperaturas ensayadas. Por su parte, la Tabla 2

muestra los valores correspondientes a las tasas de desarrollo medias.

Los huevos y ninfas de O. laevigatus fueron capaces de completar su
desarrollo en el rango de temperaturas constantes comprendido entre 12 y
35 °C. A la temperatura constante de 36 °C también se completd el
desarrollo para el estado de huevo, aunque no lo hizo a 37 °C. A 36 °C no se

llegd a completar el desarrollo de las ninfas N1.
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El tiempo de desarrollo a 12 °C es elevado, tanto para el estado de
huevo como para todos los estadios ninfales, lo que equivale a una tasa de

desarrollo muy baja a dicha temperatura.

En el intervalo de 12 a 21 °C, se produce una rapida disminucion del
tiempo de desarrollo. A temperaturas superiores a 24 °C la duracién del
desarrollo para el estado de huevo es inferior a 3 dias, e inferior a 2 dias
para los estadios ninfales N1, N2, N3 y N4. El estadio ninfal N5 es un poco
mas lento en su desarrollo y su duracion es muy proxima a la del estado de

huevo.

Es destacable la duracion del desarrollo inferior a 1 dia (equivalente a
una tasa de desarrollo superior a la unidad) de las ninfas N2 a 30 y 33 °C,
asi como la duracion del desarrollo de poco mas de 1 dia que se observa

para la mayoria de los estadios ninfales a altas temperaturas.

También se puede observar como la duracién del desarrollo aumenta
al incrementarse la temperatura de 33 a 35 °C para huevo y ninfas, o lo que

es lo mismo, la tasa de desarrollo disminuye.
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Tabla 1. Duracion del desarrollo en dias (mediat error estandar) del huevo y las ninfas
(N1-N5) de O. laevigatus a temperaturas constantes y a temperatura variable (media de 24
°C). Entre paréntesis se muestra el numero de huevos tomados inicialmente y los que
completaron el desarrollo y el numero inicial de ninfas N1 y las que completaron el
desarrollo. En el resto de estadios se muestra el nimero de ninfas que completaron el
desarrollo. *El asterisco indica diferencias significativas entre las medias de las duraciones
del desarrollo a temperatura constante de 24 ° C y variable intradiaria con 24 ° C de media
(test no paramétrico U de Mann-Whitney para muestras independientes; N1: U=1462,5;
P=0,00789 y N3: U=1519,0; P=0,02721)

T(°C) Huevo N1 N2 N3 N4 N5 Total N1-N5

20,31+ 0,05 11,33 + 0,21 9,34+ 0,21 9,95+ 0,19 12,00 0,22 20,79 + 0,30 63,00 + 0,90
(108 - 95) (48 - 42) 41 40 39 34 34

12

6,99 + 0,03 3,98 0,05 3,21+0,05 3,31+ 0,06 4,16 £ 0,06 7,79+0,07 22,43+0,13
(120 - 105) (60 - 58) 58 58 57 56 56

2 3,30 £ 0,04 2,08 + 0,04 1,81 £0,05 1,41 £ 0,07 2,06 + 0,06 3,90 + 0,05 11,22 0,09
(120 - 109) (60 - 60) 59 54 52 50 50

30 2,39 £ 0,02 1,03 £0,03 0,98 + 0,02 1,16 £0,03 1,24£0,04 2,52 0,04 6,92 + 0,06
(120 - 108) (59 - 58) 58 58 57 55 55

2,37 £0,03 1,53 £ 0,04 1,09 £ 0,03 1,16 £ 0,03 1,40 £ 0,04 2,64 £0,03 7,84 +0,08

3 (120 - 95) (60 - 53) 53 53 50 45 45

3,34 +0,03 1,91 £0,05* 1,65 £0,07a 1,63 £0,07* 2,02+0,04 3,82+ 0,06 11,02 £ 0,08

24 Variable 141 401) (60 - 58) 48 46 46 45 45

Tabla 2. Valores de la tasa de desarrollo media (dia™') del huevo y las ninfas (N1-N5) de O.
laevigatus a temperaturas constantes.

T (°C) H N1 N2 N3 N4 N5 Total N1-N5
12 0,0492 0,0882 0,107 0,1005 0,0833 0,0481 0,0159

18 0,143 0,2511 0,3118 0,3021 0,2405 0,1284 0,0446

24 0,3026 0,48 0,5514 0,7105 0,486 0,2564 0,0891

30 0,4187 0,9667 1,0175 0,8657 0,8085 0,3971 0,1445

35 0,4213 0,6543 0,9138 0,8618 0,7143 0,3782 0,1275

D
CD ‘
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3.3. Estimacion y ajuste de los modelos a temperaturas constantes

Para la estimaciéon y el ajuste de los modelos, unicamente se
considerd el intervalo de temperaturas comprendido entre 12 y 35 °C, al
haber obtenido mortalidades del 100% a 37 °C para el estado de huevo y a
36 °C para N1.

Los parametros estimados para los diferentes modelos considerados,
asi como los coeficientes de determinacién ajustados se muestran en las
Tablas 3, 4, 5y 6. En estas tablas también se pueden observar los umbrales
térmicos inferior y superior, que se determinaron graficamente para los
modelos de Logan tipo Il y Lactin; en el modelo de Briére la determinacién
se hizo a partir de los propios parametros de la ecuacién del modelo. Dadas
las caracteristicas del modelo lineal, es posible la determinacién del umbral
minimo de desarrollo y los requerimientos de grados-dia de forma analitica,
pero no es posible la determinacion del umbral maximo de desarrollo (Tabla
3).

En las Figuras 20, 21, 22 y 23 se representan graficamente las
funciones ajustadas de los modelos considerados que relacionan la tasa de
desarrollo con la temperatura para el huevo y las ninfas (N1-N5) de O.

laevigatus, asi como los valores medios observados de la tasa de desarrollo.
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3.3.1. Modelo lineal

Tabla 3. Parametros estimados del modelo lineal ajustado para la tasa de desarrollo (r) del
huevo y las ninfas (N1-N5) de O. Jaevigatus en funcion de la temperatura (T). r(T) = a+bT.
a: ordenada en el origen; b: pendiente; Ra?: coeficiente de determinacién ajustado; UmD:
umbral minimo de desarrollo (-a/b); DD: grados-dia acumulados para el desarrollo (1/b).

2 DD
UmD (°C
Estado a b R, (°C-dia) (°C)
Huevo -0,126 0,0161 0,8733 62,1 7,8
N1 -0,3454 0,0359 0,7504 27,9 9,6
N2 -0,4206 0,0427 0,9148 234 9,9
N3 -0,3378 0,0393 0,8682 25,5 8,6
N4 -0,3034 0,0328 0,911 30,5 9,2
N5 -0,1588 0,017 0,9407 58,8 9,3
Huevo (T cte.) N1 (T cte.)
1.2 1.2
.T; 19+ F'; 14
a : : : a : : .
E os £ s
E 0.4 E 0.4
E 0.2 E 0.2
o : : : o : : :
1] 10 20 30 40 1] 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
N2 (T? cte.) N3 (T? cte.)
1.2 1.2
‘E‘ 14+ ‘g 14
a a
2 o8 2 o8
g 02 g o2
F F
1] : 1] :
1] 10 20 30 40 1] 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
N4 (T? cte.) N5 (T cte.)
1.2 1.2
.F'; 1 F; 1
Q Q
2 o8 2 o8
z 0.4 z 0.4
F F g
0 ; ; : 0 : : :
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 20. Modelo lineal para el huevo y las ninfas (N1-N5) de O. laevigatus.
(*) tasa de desarrollo observada; (-) linea de mejor ajuste.
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3.3.2. Modelo de Logan tipo Il

Tabla 4. Parametros estimados del modelo de Logan tipo lll ajustado para la tasa de
desarrollo (r) del huevo y las ninfas (N1-N5) de O. laevigatus en funcidén de la temperatura
(T). 1(T) = w (((T-Tp)2 / ((T-Tp)? + D?)) — e ((Tm = (T-TL)/AT)) - WY D: constantes empiricas;Te:
temperatura base; Tm: umbral maximo de temperatura; AT: longitud del eje de abscisas
entre la temperatura 6ptima y el umbral maximo; Ra2: coeficiente de determinacion
ajustado; UmD: umbral minimo de desarrollo; UMD: umbral maximo de desarrollo; TO:

temperatura 6ptima de desarrollo.
Estado/

0, 2 o, o, o
Ectadio AT (°C) R, UmD (°C) UMD (°C) TO (°C)
Huevo 1,1563 32,1061 5,5992 34,2754 2,1142 0,9910 5,8 38,8 33,0
N1 247,1919 357,0769  6,7362 43,3631 2,6877 0,9489 6,7 36,8 31,7
N2 325,5777 508,0874  2,3371 40,9752 1,2528 0,9701 2,4 36,4 33,2
N3 51,4999 133,4088 4,6688 55,5718 7,3672 0,9504 8,7 40,4 31,8
N4 53,3711  199,2769  4,0691 45,6427 3,2134 0,9850 4,1 38,2 32,3
N5 9,415 119,9111  3,5908 42,5801 2,9994 0,9986 3,6 38,5 33,0
Huevo (T cte.) N1 (T cte.)
1.2 1.2
= 1 = 1
a : Q Y
2 2
S 06 S 06
3 3
g 0.4 g 0.4
g 0.2 § 0.2
- -
o : : : o : : :
o] 10 20 30 40 o] 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
N2 (T2 cte.) N3 (T2 cte.)
1.2 i i i 1.2
':"; \ H H H ':"; \
=} =}
2 o8 2 o8
S : : S : : :
3 : s : 3 : ‘ : :
© ©
% 02 & 02
[ [
0 : 0 :
10 20 30 40 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
N4 (T2 cte.) N5 (T2 cte.)
1.2 : : : 1.2
' 1 ' 1
= =
2 o8 2 o8
g g
S 06 S 0.6
S S
K] 0.4 K] 0.4
© : : : © : : :
[ [
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 21. Modelo de Logan tipo Ill para el huevo y las ninfas (N1-N5) de O. laevigatus.
(+) tasa de desarrollo observada; (-) linea de mejor ajuste.
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3.3.3. Modelo de Lactin

Tabla 5. Parametros estimados del modelo de Lactin ajustado para la tasa de desarrollo (r)
del huevo y las ninfas (N1-N5) de O. laevigatus en funcién de la temperatura (T).

r(T) = ePT — eleTmax—(Tmax-T)/8) + A, p: aceleracion de la funcidn; A: parametro que permite a
la curva cortar al eje de abcisas a temperaturas subdptimas; Tmax: temperatura supradptima
a la que r(T) = A; Ra% coeficiente de determinacion ajustado; UmD: umbral minimo de
desarrollo; UMD: umbral méaximo de desarrollo; TO: temperatura 6ptima de desarrollo.

Estado/
Estadio
Huevo 0,0155 -1,1671 40,9166
N1 0,0277 -1,3712 37,9519
N2 0,0267 -1,2915 36,7945
N3 0,0318 -1,3937 42,2040
N4 0,0243 -1,2767 39,3837
N5 0,0146 -1,1588 39,5022
Huevo (T? cte.)
1.2
P
a
2 o8
S : : :
2 : : :
E 0.2
[
0 H H
o] 10 20 30 40
Temperatura (°C)
N2 (T2 cte.)
1.2
7
a : : :
2 08y b A b
E 0.6
E 02
0 : : :
10 20 30 40
Temperatura (°C)
N4 (T2 cte.)
1.2
ERREE
=} : :
§ 0.6
3
2 0.4
E 0.2
=
0 : :
10 20 30 40

Temperatura (°C)

2,2952
1,9401
0,8738
4,5663
2,2148
1,7365

Tasa de desarrollo (Dia") Tasa de desarrollo {Dia1)

Tasa de desarrollo (Dia')

RZ  UmD(°C) UMD (°C) TO (°C)
0,9899 10,0 38,5 33,0
0,9329 11,6 36,6 31,9
0,9708 9,8 36,2 33,2
0,9540 10,6 39,4 31,8
0,9816 10,1 37,7 324
0,9914 10,0 37,5 32,8

N1 (T? cte.)
1.2
1
0.8
0.2
o ; .
0 10 Temperg?ura o 30 40
N3 (T cte.)
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0 4 : :
° 0 Tem::ratura (c'ca)u “®
N5 (T2 cte.)
1.2
1.
0.6
0.4
0.2
0 10 2‘0 30 . 40

Temperatura (°C)

Figura 22. Modelo de Lactin para el huevo y las ninfas (N1-N5) de O. laevigatus.
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3.3.4. Modelo de Briere

Tabla 6. Parametros estimados del modelo de Briére ajustado para la tasa de desarrollo (r)
del huevo y las ninfas (N1-N5) de O. laevigatus en funcién de la temperatura (T).
r(T)=aT(T-Ty (T. — T)"”2 para To< T < T,.a:constante empirica; To: umbral minimo de

desarrollo (UmD) ; Ti: umbral maximo de desarrollo (UMD); Ra? coeficiente de
determinacién ajustado; TO: temperatura 6ptima de desarrollo.
Estado/ 2
T, (°C T, (°C G
Estadio (1] ( ) L ( ) Ra TO ( C)
Huevo 2199107 19,6448 39,2612  0,9854 324
N1 5909 -107 12,1221 37,1534 0,9054 31,2
N2 4350 -107 9,4627 41,5382  0,9315 34,2
N3 5353 -107  9,9010 38,3621 0,9674 31,8
N4 4070 -107 9,9849 39,2622  0,9734 32,8
N5 1938 -107 9,5019 40,1191 0,9855 33,2
Huevo (T cte.) N1 (T cte.)

1.2 1.2 :
P P —
a a -
2 o8 2 o8 N
E 0.4 E 0.4
- - ;

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
N2 (T cte.) N3 (T cte.)

1.2 1.2
T oa T oa
=} : : : e : : H
5 os £ o0s
E 0.4 E 0.4

0 H H 0 H H
10 20 30 40 10 20 30 40
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
N4 (T2 cte.)
N5 (T2 cte.)

1.2 T T
= : : 1.2
B =
a : ; 8 1
2 08 N = o5
H P s’

E 0.4 i g 04 e
g 0.2 . / = \ g 0.2 ok 1 \‘\
0 2 0 e
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Figura 23. Modelo de Briére para el huevo y las ninfas (N1-N5) de O. laevigatus.
(*) tasa de desarrollo observada; (-) linea de mejor ajuste.
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3.4. Temperaturas variables

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tiempos de desarrollo a una temperatura constante de 24° C y a
temperaturas variables intradiarias (con una media de 24° C), ni para el
estado de huevo (U=5488,0; P=0,970174) ni para el estado ninfal (U=966,0;
P=0,140576). Solamente se encontraron diferencias significativas para los
estadios ninfales N1 (U=1462,5; P=0,00788751) y N3 (U=1519,0;
P=0,0272141). En estos casos las diferencias entre medias resultaron ser

de, aproximadamente, 4 y 6 horas, respectivamente.

3.5. Validacion del modelo

La Tabla 7 muestra las medias de la duracion del desarrollo obtenidas
en el ensayo de validacion en condiciones reales de campo y los valores
estimados por los diferentes modelos para el estado de huevo y los
diferentes estadios ninfales, asi como para la totalidad del estado ninfal.
También se presenta el porcentaje de ajuste de cada modelo con respecto al

valor obtenido en campo.

Tabla 7. Tiempo de desarrollo (dias) en condiciones de exterior y tiempo de desarrollo
predicho (dias) para cada modelo con su porcentaje de ajuste.

Exterior Lineal Logan Il Lactin Briére
d::::z:)lo Tlem:;:::shaorrollo Ajuste (%) Tlem:;:::shaorrollo Ajuste (%) Tlem:;:::shaorrollo Ajuste (%) Tlems:;e:;shaorrollo Ajuste (%)
Huevo 4,07 3,98 97,74 3,85 94,66 3,83 94,15 3,83 94,15
N1 1,47 1,71 116,36 1,58 107,84 1,56 106,42 1,46 99,31
N2 1,45 1,90 130,81 1,69 116,44 1,71 117,88 1,19 81,84
N3 1,84 1,67 90,50 1,52 82,58 1,52 82,58 1,62 82,58
N4 3,11 2,52 81,18 2,71 87,22 2,63 84,53 2,73 87,89
N5 4,51 4,00 88,62 3,88 85,85 3,81 84,46 3,85 85,38
Total N 12,31 11,79 95,81 11,37 92,42 11,23 91,24 10,75 87,34

Todos los modelos predicen un desarrollo mas rapido que el
observado en campo, excepto en el caso del modelo lineal, Logan tipo Il y

Lactin para las ninfas N1 y N2, que predicen un desarrollo mas lento.

El modelo lineal predice un desarrollo mas rapido que el observado en
condiciones reales, tanto para el estado de huevo como para el estado
ninfal, e inferior al 5% en ambos casos. Los modelos no lineales predicen un

desarrollo en torno a un 6% mas rapido para el estado de huevo. En el caso
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del estado ninfal, los modelos de Logan tipo Ill y Lactin predicen un
desarrollo en torno a un 8% mas rapido, y el modelo de Briére en torno a un

13% también mas rapido.
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4. Discusion

Los resultados obtenidos demuestran que la supervivencia y el tiempo
de desarrollo del huevo y de las ninfas de O. laevigatus estan fuertemente
afectados por la temperatura, tal y como ya habian demostrado otros
autores (Alauzet et al., 1994; Tommasini & Benuzzi, 1996; Cocuzza et al.,
1997; Sanchez & Lacasa, 2002).

La curva que relaciona la mortalidad con las temperaturas constantes
tiene forma de U para las diferentes fases inmaduras de desarrollo de los
insectos. La mortalidad suele ser muy baja y practicamente similar dentro
del rango de temperaturas favorables, y mas alla de ciertas temperaturas
constantes criticas se presentan elevados porcentajes de mortalidad
(Wagner et al., 1987; Fornasari, 1995, Lamana & Miller, 1995; Smith & Ward,
1995; Marco et al., 1997; Sanchez-Ramos et al. 2015). Por otra parte, el
rango sobre el cual se da una baja mortalidad es variable y especifico de

cada especie (Li, 1995).

Tal y como se observa en los resultados del presente trabajo, en
general, existe una baja mortalidad para el rango de temperaturas
constantes que se ha estudiado. Para el estado de huevo se ha podido
observar que la curva de mortalidad tiene forma de “J”, es decir, el
porcentaje de mortalidad para las temperaturas mas altas ensayadas es
mayor que para el resto. Esto indica que el estado de huevo presenta una
buena adaptacién a bajas temperaturas, aunque no por ello la adaptacion a
temperaturas altas es mala, ya que el porcentaje de mortalidad comienza a
ser elevado solo a partir de valores tan elevadas como 35-36 °C. Es preciso
sefialar que los ensayos se hacen con material vegetal perecedero, de modo
que las altas temperaturas constantes aceleran el proceso de desecacion,
factor que puede influir en el desarrollo del huevo o los primeros estadios
ninfales del depredador. Esta desecacion no es tan acusada en plantas
cultivadas a las temperaturas ensayadas, de modo que es posible que,
mitigado este factor, sea posible el desarrollo del insecto a temperaturas

mas altas que las ensayadas.
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Todos los estadios ninfales presentan unos porcentajes de mortalidad
muy bajos dentro de las temperaturas evaluadas, sin poder apreciar de
forma clara un aumento de la mortalidad en el caso de las mas extremas. En
el caso de los estadios N1 y N5 se puede apreciar un ligero aumento de la
mortalidad para esas temperaturas, aunque sin llegar a tener una curva de
mortalidad con forma de “U”. Este hecho se podria relacionar con una mayor
fragilidad en el caso de las ninfas neonatas, y con una mayor sensibilidad
ante el cambio de estado por parte de las ninfas de mayor edad (de N5 a
adulto).

Los resultados obtenidos en cuanto a la mortalidad son similares a los
aportados por otros autores. Asi, Sanchez & Lacasa (2002) obtuvieron
valores inferiores al 15% en todas las temperaturas de ensayo (20, 25, 30 y
35°C) y Cocuzza et al. (1997) aportaron datos similares a las temperaturas
de 15, 25y 35 °C.

La duracion del desarrollo para el estado de huevo oscilé entre 20,31
dias, a 12 °C, y 2,31 dias, a 33 °C. Cocuzza et al. (1997) obtuvieron valores
de 11,4; 4,0 y 3,1dias a 15, 25 y 35 °C, respectivamente, mientras que
Sanchez & Lacasa (2002) reportaron duraciones de 7,4; 4,3; 3,0 y 2,4 dias,
a 20, 25, 30 y 35 °C, respectivamente. En ambos casos, la duracién del

desarrollo fue mayor que en este estudio.

El quinto estadio ninfal (N5) presentdé un mayor tiempo de desarrollo
que los cuatro primeros (N1 a N4), con valores similares a los del estado de
huevo, y que oscil6 entre 20,79 dias, a 12 °C, y 2,41 dias, a 33 °C. El tiempo
de desarrollo en el caso de las ninfas de segundo estadio (N2) fue menor de
1 dia a las temperaturas de 30 y 33 °C (0,98 y 0,92 dias, respectivamente) lo

que implica una tasa de desarrollo superior a la unidad.

El tiempo total de desarrollo para los cinco estadios ninfales (N1 a N5)
oscilé entre los 63,0 dias, a 12 °C, y 6,8 dias, a 33 °C, valores menores en

todos los casos que los aportados por Cocuzza et al. (1997) (48,2; 14,1y
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10,1 dias, a 15, 25 y 35 °C, respectivamente) y Sanchez & Lacasa (2002)
(27,1; 16,1; 12,2 y 9,9 dias, a 20, 25, 30 y 35 °C, respectivamente).

Las diferencias obtenidas en los tiempos de desarrollo por los autores
anteriores pueden ser una consecuencia del uso de poblaciones con
diferentes origenes y, por tanto, adaptadas a condiciones climaticas
distintas. Este tipo de respuesta fue sefalada por Campbell et al. (1974)
para Acyrthosiphon pisum (Harris 1776), Brevicoryne brassicae (Linnaeus
1758) (Hemiptera: Aphididae) y Diaeretiella rapae (M’Intosh 1885)
(Hymenoptera: Braconidae). Poblaciones procedentes de regiones calidas
(Berkeley, California) presentaban un tiempo y unos umbrales de desarrollo
mayores que otras poblaciones procedentes de regiones frias (Vancouver,
British Columbia).

Los modelos lineales de desarrollo se han utilizado durante muchos
afos y se siguen empleando en la actualidad, dado que los parametros que
definen el modelo se estiman con mucha facilidad y rapidez, presentando en
muchas ocasiones un nivel de precision bastante aceptable (Fan et al.,
1992). Aplicando la regresion lineal, el umbral minimo de desarrollo (UmD)
estimado para O. laevigatus fue de 7,8 °C para el estado de huevo y de
valores comprendidos entre 8,6 y 9,9 °C para los estadios ninfales. La
integral térmica obtenida sumando los DD correspondientes al estado de
huevo y los cinco estadios ninfales para el desarrollo de huevo a adulto se
estimoé en 228,3 DD. Debido a la existencia de UmD diferentes para cada
forma inmadura, es necesario cuantificar las tasas de desarrollo para cada
una de ellas por separado. Esta necesidad sera mayor cuanto mayor sea la
diferencia entre esos UmD. Asi, Marco et al. (1997) obtuvieron un
incremento del 68% en los DD necesarios para completar el desarrollo de
Aubeonymus mariaefranciscae (Roudier 1981) (Coleoptera: Curculionidae),
cuando se estimaban sumando integrales térmicas de cada estado y estadio
respecto a cuando se hacia de modo global. Esta gran diferencia fue debida
a que el cuarto estadio larvario y el estado de pupa presentaban unos UmD
significativamente superiores a los del resto de estadios larvarios y al del

estado de huevo, debido al ciclo estacional del curculiénido, segun el cual
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las larvas jovenes viven en épocas mas frescas del ano, mientras que las de

ultimo estadio y las pupas se enfrentan ya a temperaturas mas elevadas.

Sanchez & Lacasa (2002) obtuvieron un UmD para el estado de
huevo de 12,8 °C y unos valores comprendidos entre 10,5y 11,5 °C para el
caso de los estadios ninfales. Asimismo, obtuvieron un valor de la integral
térmica para el desarrollo de huevo a adulto de 285,7 DD, con un UmD de
11,3 °C. Estos valores son superiores a los obtenidos en nuestro caso. Este
hecho puede ser debido a que la temperatura mas baja de su estudio fue de
20 °C y la pendiente de la recta resultante fue mayor al no tener datos a
temperaturas menores. También puede ser debido a que la metodologia de
ensayo fue diferente, y a que utilizaron como sustrato de oviposicion hojas
de geranio (Pelargonium peltatum), y hojas de pimiento como sustrato y

fuente de humedad para las ninfas.

Fan et al. (1992) sefalaron que la acumulacion de DD para una
especie determinada se ve influenciada por factores fisiologicos (tales como
el sustrato o la disponibilidad de enzimas) y metodoldgicos (como por
ejemplo la aproximaciéon en el calculo de los umbrales de desarrollo). A
pesar de todo, la aproximaciéon es suficientemente precisa debido a que la
temperatura es, con mucha diferencia, el principal factor determinante de la

tasa de desarrollo (Higley et al., 1986).

Cuando se aplicaron los modelos no lineales Logan tipo lll, Lactin y
Briere, las temperaturas optimas de desarrollo estimadas fueron proximas
entre si y los valores oscilaron entre 31,2 y 33,2 °C. Igualmente, son muy
similares entre si las curvas ajustadas de estos modelos, produciéndose un
brusco descenso de la tasa de desarrollo desde la temperatura Optima

predicha hasta el umbral maximo de desarrollo.

Los UmD obtenidos a partir de los modelos oscilaron entre 2,4 y 12,1
°C, en funcion del modelo y la fase de desarrollo. Los UmD predichos por el
modelo de Logan tipo Ill fueron mas bajos que los obtenidos a través de los
modelos lineal, Lactin y Briére. Esto es debido a que las curvas del modelo

57



Capitulo | Discusion

de Logan tipo Il presentan una pendiente muy suave para bajas
temperaturas (con cierta tendencia asintotica). Ademas, hay que sefalar que
el cambio de tendencia ascendente de la curva que se observa a
temperaturas inferiores al UmD es una caracteristica matematica de este
modelo que no tiene significado biolégico. Por su parte, los umbrales
maximos de desarrollo predichos por los modelos no lineales para el huevo

y las ninfas de O. laevigatus oscilaron entre 36,2 °C y 41,5 °C.

Los tres modelos no lineales ofrecieron un mejor ajuste que el modelo
lineal (0,75 < Ra®?< 0,94) para todas las formas inmaduras de O. laevigatus,
con unos coeficientes de determinacion ajustados (Ra?) en torno a 0,99 para

el estado de huevo y superiores a 0,90 para los estadios ninfales.

Segun Campbell et al. (1974), la tasa de desarrollo a temperaturas
variables no deberia presentar diferencias significativas con la obtenida a
temperaturas constantes. No obstante, diversos autores han demostrado
que la variacion de la temperatura a lo largo de un ciclo diario puede jugar
un importante papel en el desarrollo de algunas especies de insectos
(Roltsch et al., 1990; Hagstrum & Milliken, 1991; Fornasari, 1995; Garcia-
Ruiz et al., 2011). Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la duracion media del desarrollo del huevo y del estado
ninfal entre una temperatura de 24 °C constante y una temperatura media de
24 °C, pero variable dentro del dia, si se encontraron diferencias
significativas en el caso de las ninfas N1 y N3. A pesar de ello, los tiempos
medios de desarrollo solamente difieren en 0,1695 y 0,223 dias (es decir, 4
y 5,5 horas), respectivamente, tiempo mucho menor que el establecido entre
dos observaciones sucesivas, que en estos ensayos se fijo en 24 horas. Si
se calcula (mediante la suma de las medias) el tiempo de desarrollo
necesario para completar el estadio N3, se obtienen 5,3 y 5,2 dias a
temperatura constante y variable, respectivamente, lo que sugiere que, de
algun modo, hay una compensacion de las diferencias observadas en estos
estadios.
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Parece importante sefalar que los valores obtenidos del error
estandar son particularmente bajos en todos los casos, fundamentalmente
debido a la baja variabilidad intrinseca del parametro estudiado. Esta baja
variabilidad dentro de cada tratamiento, hace que los resultados medios
obtenidos aparezcan diferentes bajo las condiciones del analisis estadistico,
tal y como se observa en el caso de los miridos depredadores Nesidiocoris
tenuis y Macrolophus pygmaeus (Martinez et al., 2016; Martinez et al.,
2017).

Todos los modelos presentaron un buen porcentaje de ajuste en la
predicciéon del tiempo de desarrollo con respecto al observado al aire libre.
Aunque el modelo lineal es el que presenta el porcentaje de ajuste mas
elevado con respecto a una situacidon de temperatura exterior, no se
recomienda la utilizacién de este modelo debido a que a temperaturas altas
extremas se obtendrian predicciones de menor calidad, al no considerar
este modelo el umbral maximo de desarrollo en su configuracion matematica
y si un aumento indefinido de la tasa de desarrollo con la temperatura. Para
suplir este inconveniente, podria fijarse un umbral maximo dentro del
intervalo de temperaturas con relacién lineal, tal y como sugieren algunos
autores (Martinez et al., 2017; Sanchez-Ramos et al. 2015; De Clercq &
Degheele, 1992). No obstante, dado que hoy en dia se dispone de
suficientes herramientas matematicas e informaticas para la construccién y
uso de los modelos no lineales, la simplicidad del modelo lineal no le

confiere a penas ventajas, como hace algunos afos.

El porcentaje de ajuste con respecto a una situacion de temperatura
exterior de los modelos no lineales fue superior al 80% en todos los casos.
Considerando que esta variaciéon es de menos de 5 horas de diferencia en
las predicciones de los modelos, se puede concluir que los modelos no

lineales predicen bien el tiempo de desarrollo de O. laevigatus.
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CAPITULO II. Efectos secundarios de productos fitosanitarios

sobre Anthocoris nemoralis

1. Introduccion

La compatibilizacién del empleo de productos fitosanitarios con los
enemigos naturales es, en las circunstancias actuales, uno de los aspectos
clave a tener en cuenta a la hora de llevar a cabo con éxito un programa de
CBP. Efectivamente, la utilizacién de productos fitosanitarios es una practica
que sigue siendo imprescindible en los agroecosistemas comerciales. A ello
hay que afadir el hecho de que, en muchas ocasiones, los enemigos
naturales se ven mas afectados por estos compuestos que las propias
plagas (entre otros motivos, por su reducido tamafo y su consiguiente
mayor relacion superficie/volumen, por su elevada movilidad y por el efecto
de la reduccién de su alimento que se produce cuando bajan las poblaciones
de la plaga, sobre todo, cuando el enemigo natural es monofago u
oligéfago). Por todo ello, se hace esencial la compatibilizacion de ambos
métodos, y para conseguirla resulta imprescindible conocer los efectos

secundarios de los productos fitosanitarios sobre los enemigos naturales.

1.1. Contaminacién de los enemigos naturales por los productos

fitosanitarios

Las principales vias por las cuales los enemigos naturales se exponen
a los productos fitosanitarios son el contacto directo, el contacto residual y la
ingestion (Croft, 1990). Al aplicar el producto en el cultivo, el organismo de
control biolégico puede entrar directamente en contacto con él en el
momento de realizar la aplicacion o inhalar los vapores que se producen
(contacto directo). Posteriormente, se puede producir una contaminacion por
el contacto sobre el residuo seco del producto que queda en el cultivo
(contacto residual) o por el consumo de presas contaminadas con él o de la

propia planta huésped (ingestion).

Segun Croft (1990) el modo mas habitual por el cual los enemigos

naturales se exponen a los productos fitosanitarios es por la via del contacto
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residual, aunque para tener un conocimiento mas completo del efecto que
puede producir un producto sobre los enemigos naturales, es necesario
tener en cuenta todas las formas posibles de exposicién, como la aplicacion
topica, la ingestion o la contaminacion de la cadena trofica (Candolfi et al.,
2000; Medina et al., 2008).

1.2. Metodologias de evaluacién de los efectos secundarios

Uno de los principales objetivos de la Organizacion Internacional para
la Lucha Biolégica e Integrada (OILB), a través de su grupo de trabajo
denominado Plaguicidas y Organismos Beneficiosos, es la caracterizacién
de los productos fitosanitarios en relacién a la compatibilidad de uso con los

enemigos naturales, en programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP).

Para ello, la OILB ha propuesto un esquema secuencial que permite
evaluar los efectos secundarios de los productos fitosanitarios, de modo que
cuando uno de ellos es inocuo en la fase de estudio en laboratorio, se
asume que el producto es seguro para su utilizacion en campo. Si en la fase
de laboratorio resulta que no es seguro, se debe seguir estudiando en
ensayos posteriores, tales como laboratorio extendido, semicampo y campo
(Hassan 1985; Van de Veire et al., 2002)

Asi, en una primera fase, se realizan ensayos de laboratorio en
condiciones controladas con el objetivo de evaluar la toxicidad del residuo
fresco del producto, generalmente depositado sobre placas de vidrio, tanto
en los estados de desarrollo mas susceptibles como en los menos
susceptibles. En el <caso de depredadores con metamorfosis
heterometabola, se considera que los estadios ninfales son los mas
susceptibles, mientras que los adultos y huevos lo son menos (Hassan,
1994; Sterk et al., 1999; Van de Veire et al., 2002; Medina et al., 2003). En
esta primera fase, se pueden incluir ensayos de laboratorio extendido, que
tienen la peculiaridad de evaluar la toxicidad del residuo fresco del producto
depositado sobre material vegetal.
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Con los resultados de estos ensayos se determina la necesidad de
seguir realizando otros posteriores siguiendo el esquema secuencial
propuesto por la OILB. Asi, si el producto resulta toxico para el enemigo
natural, se pasa a una segunda fase de estudio en semicampo. En ella, se
realizan ensayos sobre planta, bien en un invernadero o al aire libre a

pequefa escala y en condiciones controladas o semicontroladas.

En el caso de que el producto siga siendo téxico en condiciones de
semicampo, se pasa a una tercera fase en la que se realizan ensayos en

condiciones reales de cultivo.

En las diferentes fases se evaluan los efectos a corto plazo o directos,
siendo la mortalidad el parametro mas importante, y los efectos a largo plazo
o subletales, siendo los parametros bioldégicos de los adultos los que tienen
mayor importancia en este caso (longevidad, fecundidad, fertilidad y
mortalidad y tiempo de desarrollo de la descendencia) (Medina et al., 2008).
En este sentido, la tasa intrinseca de crecimiento de la poblacién (rm)
constituye el parametro mas importante para caracterizar los efectos
subletales. También se pueden estudiar otros efectos subletales que afectan
al comportamiento, tales como la movilidad, orientacién, la conducta

alimenticia y de oviposicion (Desneux et al., 2007).

En funcion del efecto que los productos evaluados tengan sobre los
enemigos naturales, la OILB propone cuatro categorias para su clasificacion:
1 inocuo, 2 ligeramente toxico, 3 moderadamente toxico, y 4 téxico (Hassan,
1994).
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2. Materiales y métodos
2.1. Productos ensayados

Actualmente, A. nemoralis es un depredador que se utiliza como
organismo de control biolégico en plantaciones comerciales de peral, por lo
que la eleccion de las materias activas a evaluar se hizo en base a los

productos fitosanitarios que generalmente se utilizan en este cultivo.

Para el ensayo con insecticidas se tomo el clorpirifos como control
positivo debido a que es un producto de categoria 4, segun la clasificaciéon
OILB cuando se aplica sobre adultos de Anthocoris (Boller et al., 1988). Los
productos se eligieron de diferentes familias quimicas y con distintos modos
de accion: dos sustancias de origen natural, azadiractina y spinetoram
(spinosin semisintético); un derivado del acido tetrénico, spirotetramat; y dos

reguladores del crecimiento, metoxifenocida y diflubenzurén.

Se decidido realizar un ensayo con fungicidas dado que estos
compuestos se emplean de forma habitual en plantaciones comerciales de
peral en las que se utiliza A. nemoralis. Se hipotetizdé con la idea de que los
fungicidas podrian tener algun tipo de efecto sobre el depredador tal y como
esta documentado en la bibliografia sobre otros grupos de artrépodos. Los
fungicidas elegidos fueron de distintas familias quimicas y modos de accion,
siendo mancozeb, captan, tebuconazol y ftrifloxistrobin las materias activas
evaluadas. Para el ensayo con fungicidas se eligio el imidacloprid como
control positivo para determinar el efecto de otro insecticida diferente al
clorpirifos, al que a priori se le podria atribuir una alta toxicidad sobre A.

nemoralis en las condiciones de ensayo.

Los productos evaluados se muestran en la Tabla 8
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Tabla 8. Productos evaluados en fase de laboratorio por contacto residual sobre placa de vidrio en Anthocoris nemoralis.

Producto Numero de Modo de Accion Maxima dosis
Titular Materia activa y formulacion recomendada por el

comercial registro IRAC / FRAC titular
INSECTICIDAS

Align® 23.291 Sipcam Inagra. S.A. Azadiractina 3,2% (EC) p/v Modo de accién desconocido o incierto 0,150%

Arysta Lifescience
Dimilin® 25 14.252 Registrations Great Diflubenzurén 25% (WG) p/p  Inhibidor de la biosintesis de quitina, tipo 0 0,060%
Britain LTD.

Dow Agrosciences

Runner® 23.746 Iberica. S.A.

Metoxifenocida 24% (SC) p/v Agonista del receptor de ecdisona 0,040%

Movento® Gold ES-00024 Bayer Cropscience. S.L. Spirotetramat 10% (SC) p/v Inhibidor de la acetil CoA carboxilasa 0,150%

FUNGICIDAS

Adama Agriculture

Merpan® 47,5 SC 23.943 Espafia S. A,

Captan 47,5 % (SC) p/v Actividad de contacto multisitio 0,400%

Bayer Cropscience. S. Inhibidor de la esterol-14-demetilasa en la

H 0,
Folicur® 25 WG 21.450 L Tebuconazol 25% (WG) p/p biosintesis de esteroles

0,075%

61



Capitulo Il Materiales y métodos

2.2. Individuos de A. nemoralis empleados en los bioensayos

Los individuos de A. nemoralis utilizados en los bioensayos procedian
de una cria masiva establecida en el ano 2012, a partir de adultos
comercializados (AnthoPAK®) por la empresa Bioplanet. EI método de cria
empleado fue idéntico al descrito para O. laevigatus en el apartado 2.1 del

Capitulo I.

Se utilizaron adultos de una edad maxima de 48 horas para asegurar
que, en el momento del tratamiento, las hembras se encontraban aun en el
periodo de preoviposicion, que por término medio es de 5,5 dias cuando se

alimentan de huevos de E. kuehniella (Aragon-Sanchez et al., 2016).

2.3. Aplicacion de los productos

La aplicacion de los productos sobre sustrato de vidrio se realizo
mediante una Torre de Potter® (Burkard Manufacturing Co. Ltd.,
Rickmansworth, Hertfordshire, UK), para pulverizaciones de precision en
condiciones de laboratorio (Potter, 1952). Este equipo pulveriza gotas de
pequeno tamano, muy uniformes y con una distribucién homogénea sobre la
superficie a tratar. Una vez que se evapora el agua utilizada como
excipiente, el residuo fresco del producto queda fijado a la superficie de
vidrio (Figura 24).
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Figura 24. Estado final de la deposicion de producto sobre placa de vidrio mediante
pulverizacién con Torre de Potter®

Para evitar la presencia de posibles restos de residuos en la Torre de
Potter se procedié a limpiarla con agua al inicio y al final de cada

tratamiento, realizando un triple enjuague y secado con papel.

Byers et al. (1971) establecieron el parametro TRV (de sus siglas en
inglés Tree Row Volume), definido como el volumen de vegetacién de un
cultivo por unidad de area cultivada. Su consideracién permite ajustar el
volumen de caldo a aplicar en funcion del volumen foliar del cultivo en el
momento del tratamiento para obtener una buena eficacia de aplicacion, un
optimo recubrimiento y el menor impacto ambiental posible. EI TRV se
expresa en litros de caldo (preparado a la dosis recomendada por el titular

del producto) por m? de volumen vegetativo.

Teniendo en cuenta esta consideracion, se determin6é que un volumen
de caldo en condiciones de campo de 650 I/ha, es suficiente para conseguir
un buen recubrimiento de la superficie foliar en plena vegetacién, para una

plantacién de peral de tipologia media.

Antes de realizar las aplicaciones se procedio al calibrado del equipo
para ajustar el volumen de aplicacion a su equivalente en condiciones de

campo, de modo que se aplicaron 3,5 ml de caldo a una presién de 0,2 bar.
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2.4. Descripcion de los recintos de tratamiento

Cada recinto de tratamiento consistido en una adaptacion de las cajas
desmontables descritas por Jacas & Vifuela (1994). Estos recintos se
componen de un aro de metacrilato de 10 cm de diametro exterior y 3 cm de
altura, situado entre dos placas de vidrio de 12x12 cm y 4 mm de grosor.
Estas tres piezas se unieron mediante tiras elasticas de goma. El aro
presenta 4 orificios de 4 mm de diametro, de los cuales, tres estan tapados
con cinta adhesiva transpirable para garantizar una buena ventilacion del
recinto y evitar la fuga de los insectos. El cuarto orificio sirve para
suministrar aire humedo al recinto mediante una aguja hipodérmica
conectada a una pequefia tuberia de silicona que forma parte de un circuito
de ventilacion forzada. Este circuito esta formado por un compresor de aire
de acuario conectado a un matraz de Erlenmeyer de 1 litro de capacidad,
con agua en su interior, que distribuye el aire humedo de forma continua a
los recintos de tratamiento a través de la tuberia a la que se conectan las

agujas hipodérmicas, segun se muestra en la (Figura 25).

Figura 25. Recintos de ensayo conectados al circuito de ventilacién forzada con aire
humedo en camara de condiciones controladas.

Los productos se aplicaron sobre las dos caras internas de las placas

de vidrio que forman cada recinto. Tras la aplicacién, las placas se dejaron
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secar en el laboratorio a temperatura ambiente. Una vez secas, se
montaban los recintos de tratamiento afiadiendo en el interior de cada uno
de ellos 15 individuos adultos de A. nemoralis y huevos de E. kuehniella
para su alimentacion ad libitum. Posteriormente, se conectaban al circuito de
ventilacion forzada y todo el conjunto permanecia en el interior de una
camara de crecimiento con condiciones controladas de temperatura y
humedad (24 £ 1 °C; 60 + 10 %) y con un fotoperiodo de 16:8 (L:O).

Los bioensayos se llevaron a cabo en dos sesiones, una con los
productos insecticidas y otra con los fungicidas, y en cada sesién se
utilizaron los correspondientes controles positivo y negativo. El control
negativo utilizado en ambos casos fue agua y los positivos fueron, clorpirifos
en el ensayo con insecticidas e imidacloprid en el ensayo con fungicidas, tal

como se ha descrito.

En este tipo de recintos, cabe la posibilidad de introducir un trozo de
vaina de judia verde para ofrecer a los insectos una fuente de agua. En este
caso, no se utilizé ningun tipo de material vegetal, ya que si se trata, existe
el riesgo de interferencia del efecto del producto por ingestién cuando los
insectos clavan su aparato bucal en la vaina de judia. Por otro lado,
conviene mencionar que si se introduce material vegetal sin tratar, puede
disminuir el contacto con el residuo del producto respecto a una situacion en

la que dicho material fuese tratado o no estuviera presente.

Se hicieron cinco repeticiones por cada producto ensayado,

consistiendo cada repeticidén en un recinto de tratamiento.

2.5. Determinacion del efecto sobre la mortalidad

Para evaluar la mortalidad de A. nemoralis por contacto sobre residuo
fresco se anoté la mortalidad tras 24, 48 y 72 horas de exposicion. Los
individuos que no reaccionaban después de ser tocados varias veces con un

pincel fino se consideraban muertos.
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El efecto letal se calcul6 a partir de la mortalidad obtenida tras 72 h de
exposicion. Los valores de mortalidad obtenidos en los tratamientos se
corrigieron respecto al control utilizando la férmula de Schneider-Orelli
(PUntener, 1981), que es una ligera transformacion de la férmula original de
Abbott (1952):

Mt
M(%) =

—X
100 — Mc 100

Dodnde:

e M(%) es la mortalidad corregida en tanto por ciento.
e Mt es el porcentaje de mortalidad en el tratamiento.

e Mc es el porcentaje de mortalidad en el control.

Una vez obtenidos los valores de las mortalidades corregidas, se
utilizaron los valores de la Tabla 9 para clasificar los productos segun las

categorias propuestas por la OILB (Hassan, 1985; Hassan, 1994):

Tabla 9. Clasificacién toxicoldgica propuesta por la OILB para ensayos de laboratorio

Categorias OILB “22:22?::
1 Inocuo <30%
2 Ligeramente toxico 30-79%
3 Moderadamente toxico 80-99%
4 Toxico >99%
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2.6. Determinacion de los efectos subletales

Una vez transcurridas 72 h de exposicion al residuo fresco de los
productos, los individuos supervivientes se transfirieron a una caja de

plastico libre de residuo y se sexaron, separando machos y hembras.

Para evaluar los efectos subletales tras esas 72 h de exposicion, se
formaron tantas parejas de adultos como fue posible (15 parejas en todos
los casos, excepto con azadiractina y spirotetramat, que se tomaron 11y 13,
respectivamente) con individuos supervivientes de cada tratamiento elegidos
al azar. Las parejas se individualizaron en cajas prismaticas de plastico, de
6,5 x 4,5 x 2,5 cm (Figura 26). Estas cajas presentaban en la tapa un orificio
de ventilacion circular, de 2 cm de diametro, cubierto con papel de filtro para

permitir la renovacion del aire y evitar el escape de los insectos.

En estas cajas se afadieron huevos de E. kuehniella para la
alimentacion de los adultos ad libitum, asi como una seccidn de vaina de
judia como sustrato de puesta y fuente de agua para el insecto. La seccién
de vaina fue parafinada por ambos extremos (Figura 26) para evitar su
desecacion rapida, impedir que los adultos se introdujeran en su interior y
murieran accidentalmente durante la manipulacién, y evitar que las hembras

pusieran huevos dentro de la misma.

Figura 26. Recinto para la individualizacion de las parejas de A. nemoralis supervivientes
al tratamiento con la porcién de judia parafinada y el alimento.
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La seccidon de vaina era retirada y sustituida por otra nueva cada dos
dias. Dos veces por semana se afadian huevos de E. kuehniella y una vez
por semana se limpiaba la caja y, antes de afadir huevos frescos, se

retiraban los huevos del piralido que no habian sido consumidos.

Para determinar el efecto de cada producto sobre la longevidad y la
fecundidad de los adulos, cada 24 horas se contaba el numero de huevos
puestos por cada hembra hasta su muerte, anotando también la fecha en la
que sucedia ésta (se consideraba muerto aquél individuo que no

reaccionaba después de ser tocado varias veces con un pincel fino).

A los 8 dias de formar las parejas de adultos supervivientes, se
tomaron, para cada tratamiento, entre 50 y 60 huevos de menos de 24 h de
edad con el fin de evaluar el efecto de cada producto sobre la descendencia.
Diariamente, las ninfas que emergian de estos huevos se fueron
individualizando en cajas iguales a las descritas en el apartado 2.2.1 para O.
laevigatus. En ellas se ainadian, cada dos dias, huevos de E. kuehniella para
la alimentacion de las ninfas ad libitum. Como fuente de agua se introdujo

una pequena porcion de vaina de judia que era sustituida diariamente.

La supervivencia de la descendencia se calculé como el porcentaje de
individuos que llegaron a alcanzar el estado adulto respecto a los huevos
tomados inicialmente. Para la evaluacion del tiempo de desarrollo no se
consideraron las diferentes formas inmaduras por separado, sino que se
tomé el dato del tiempo de desarrollo total, desde el aislamiento del huevo

hasta el momento en el que la ninfa alcanzé el estado adulto.

Con las matrices de nacimientos (elaboradas a partir de los datos de
puesta diaria de cada hembra), el periodo de preoviposicion de las hembras
adultas, y la supervivencia pre-reproductiva, se calcularon los parametros de
la tabla de vida para cada tratamiento por medio del programa rm 2.0
(Taberner et al., 1998). Ademas, se obtuvo el intervalo de confianza de la

tasa intrinseca de crecimiento (rm), a través de la aplicacion de técnicas de
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Bootstrap, empleando 500 réplicas, tal y como recomiendan Meyer et al.
(1998).

Los parametros de la tabla de vida calculados fueron los siguientes
(Sanchez Ramos, 2000):

Tasa intrinseca de crecimiento (rm), que representa la tasa de
incremento por individuo bajo condiciones fisicas especificas, en un
ambiente ilimitado donde los efectos del incremento de la densidad no son
considerados (Birch, 1948). La rm es la constante en la ecuacién diferencial

para el incremento de una poblacion en un ambiente ilimitado:
dN/dt =rm t
La forma integrada de esta ecuacion es:

Nt = Noermt

Siendo:

e No = numero de individuos a tiempo igual a 0
¢ Nt= numero de individuos a tiempo igual a t
e rm = tasa intrinseca de incremento

e t =tiempo

La rm se interpreta como la diferencia entre la tasa de natalidad (n) y
la de mortalidad (m): rm = n — m, de modo que si rm> 0 la poblacién tiende a

aumentar y si rm< 0 la poblacién disminuye y tiende a desaparecer.

Tasa finita de incremento (A), que se define como el numero de
veces que una poblacion con una distribucion de edades estable se
multiplica en la unidad de tiempo (Birch, 1948). Se calcula como:
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r
A=em

Tasa de reproduccion neta (Ro), que se define como el numero de
hembras producidas por una hembra durante su vida (Hone, 1992). También
suele definirse como el numero de veces que una poblacién se multiplica por
generacion (Laughlin, 1965) o, segun la definicion original de Lotka (1945),
como la tasa de multiplicacion en una generacion. Se obtiene a partir de la

siguiente expresion:

R0=z|xmx

Siendo:

e Ix = proporcién de individuos supervivientes a la edad x (dias)
e mx = numero medio de hembras producidas en la unidad de tiempo

(dias) por una hembra de la edad x (dias).

Duracion media de una generacién (T), que segun Laughlin (1965),
se define como la edad media en el momento de la reproduccién en una
poblacién con una distribucion de edades estable. De forma mas sencilla se
definiria como el tiempo que transcurre desde que una generacién nace
hasta el momento medio de nacimiento de toda su progenie. T se calcula a

partir de la siguiente expresion:
T=InRo/rm

Tiempo de duplicacion de la poblaciéon (TDP), que es el tiempo
necesario para que una poblacion dupliqgue su niumero de individuos. Se

obtiene como:

TDP =In2/rm
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2.7. Analisis estadisticos

Cuando fue necesario llevar acabo comparaciones de medias se
empleo el test paramétrico de Analisis de la Varianza (ANOVA) con a = 0,05.
Son diversos los autores que indican la robustez de este test frente a
violaciones de las hipotesis de normalidad y homocedasticidad, siempre que
la premisa de independencia de datos se cumpla (Zar, 1984; Milliken &
Johnson, 1984). Estos autores recomiendan el empleo de test no
paramétricos solamente si se producen fuertes desviaciones de la

homogeneidad de varianzas.

Cuando el test ANOVA arrojé diferencias estadisticamente
significativas entre medias, se utilizd el test de comparaciones multiples de
las minimas diferencias significativas (LSD) para agrupar dichas medias en

grupos de igualdad.

La comparacion entre las rm se realizd siguiendo el criterio de
solapamiento de los intervalos de confianza (al 95%). Asi, si dichos
intervalos se solapan se considera que no existen diferencias

estadisticamente significativas, y viceversa.
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3. Resultados
3.1. Efecto sobre la mortalidad

Tras 24 h de exposicion, la azadiractina, el spinetoram vy el clorpirifos
fueron los unicos insecticidas que causaron una mortalidad de los adultos de
A. nemoralis significativamente mayor que la ocurrida en el control negativo
(F = 66,6; df = 6, 34; P <0,0001) (Tabla 10 y Figura 27).

Tabla 10. Mortalidad media (+es) producida por los productos ensayados sobre Anthocoris
nemoralis tras 24, 48 y 72 horas de exposicion sobre residuo fresco en placa de vidrio,
mortalidad corregid y categoria segun la clasificacion OILB. significativas (a=0,05) (ANOVA
y LSD). (Insecticidas: 24 horas: F = 66,6; df = 6, 34; P < 0,0001; 72 horas: F = 16,14; df =
6, 34; P < 0,0001) (Fungicidas: 24 horas: F = 156,32; df = 5, 29; P < 0,0001; 72 horas: F =
42,40; df = 5, 29; P < 0,0001).

Mortalidad media Mortalidad media Mortalidad media Mortalidad Categoria

(%es) (tes) (*es) corregida ( * es) OILB
24 horas 48 horas 72 horas

Insecticidas
Control insecticidas 9,33 +4,52a 26,67 £ 5,96 38,67 + 6,80a - -
Metoxifenocida 21,33 £ 4,42ab 38,67 £ 6,80 53,33 + 8,43ab 23,91 £ 13,75 1
Azadiractina 22,67 +4,52b 64,00 + 3,40 78,67 +5,33c 65,22 + 8,70 2
Diflubenzuron 13,33 £ 2,11ab 34,67 £ 9,98 61,33 £ 8,27b 36,96 + 13,49 2
Spirotetramat 10,67 + 4,52ab 44,00 + 3,40 66,67 + 4,22bc 45,65 + 6,87 2
Spinetoram 60,00 £ 5,96¢ 100,00 100d 100,00 4
Clorpirifos 100d 100,00 100d 100,00 4

| Fungicidas

Control fungicidas 4,00 + 1,63a 8,00 + 3,27 13,33 £ 3,65a - -
Trifloxistrobin 25,33 £ 6,46b 30,67 £ 6,53 30,67 £ 6,53b 20,00 £ 7,54 1
Tebuconazol 8,00 + 1,33a 12,00 £ 2,49 21,33 £5,73ab 9,23 + 6,62 1
Captan 4,00 + 1,63a 10,67 + 4,00 22,67 + 6,18ab 10,77 £ 7,13 1
Mancozeb 5,33+ 2,49a 17,33 £ 3,40 20,00 £ 4,71ab 7,69 5,44 1
Imidacloprid 100c 100,00 100c 100,00 4

La mortalidad acumulada tras 72 horas de exposicion se incrementé
considerablemente en todos los casos respecto a la recogida a las 24 h
(Tabla 10 y Figura 27), llegando a alcanzar el 38,7% en el control negativo.
Para todos los insecticidas, excepto el metoxifenocida (que produjo una
mortalidad del 53,3%), se encontraron mortalidades medias
significativamente mayores que en el control negativo (F = 16,14; df = 6, 34;
P < 0,0001). El spinetoram, a las 48 horas, llegé a causar una mortalidad del
100%.
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Figura 27. Mortalidad media (t error estandar) producida por los insecticidas ensayados, a
las 24 y 72 horas de exposicion de los adultos de Anthocoris nemoralis. Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (a=0,05) (ANOVA y
LSD). (24 horas: F = 66,6; df = 6, 34; P < 0,0001; 72 horas: F = 16,14; df = 6, 34; P <
0,0001)

Tras 24 h de exposicion, el trifloxistrobin fue el unico fungicida que
causo una mortalidad media significativamente mayor que la obtenida en el
control negativo sobre los adultos de A. nemoralis (F = 156,32; df = 5, 29; P
< 0,0001) (Tabla 10 y Figura 28). Para este periodo, la mortalidad del control
negativo fue del 4,0%, frente al 25,3% del trifloxistrobin. El insecticida
imidacloprid, utilizado como control positivo, presentd6 un 100% de

mortalidad a las 24 h de exposicion.

La mortalidad acumulada tras 72 horas de exposicion se incrementé
ligeramente en todos los casos, llegando a alcanzar el 13,3% en el control
negativo. El Uunico fungicida que presentdé una mortalidad media
significativamente mayor que el control negativo, tras 72 h de exposicion,
continud siendo el trifloxistrobin, con un 30,7% (F = 42,40; df = 5, 29; P <
0,0001). El resto de fungicidas presentaron una mortalidad media bastante
baja y significativamente igual a la observada en el control negativo (Tabla
10 y Figura 28).
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Figura 28. Mortalidad media (+ error estandar) producida por los fungicidas ensayados, a
las 24 y 72 horas de exposicion de los adultos de Anthocoris nemoralis. Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (a=0,05) (ANOVA y
LSD). (24 horas: F = 156,32; df = 5, 29; P < 0,0001; 72 horas: F = 42,40; df =5, 29; P <
0,0001)

La mortalidad corregida segun la formula de Schneider-Orelli a las 72
h de exposicion y la clasificacion toxicolégica de cada producto segun la
OILB, se muestran en la Tabla 10 y Figura 29. En el caso de los insecticidas
clorpirifos, imidacloprid (ambos controles positivos) y spinetoram, la
mortalidad corregida fue del 100%, siendo asi catalogados como toxicos
(categoria 4). Los insecticidas diflubenzurdn, spirotetramat y azadiractina,
resultaron ligeramente toxicos (categoria 2). El resto de compuestos
evaluados se catalogaron como inocuos (categoria 1), con unos valores de

la mortalidad corregida inferiores al 30%.
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Figura 29. Mortalidad corregida (media * error estandar) producida por los insecticidas y
fungicidas ensayados, a las 72 horas de exposicidon de los adultos de Anthocoris nemoralis.

3.2. Efectos subletales

La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos para los parametros
biolégicos de los adultos supervivientes en cada tratamiento, asi como la
supervivencia y la duraciéon del desarrollo de su progenie. Entre los
insecticidas, solo el spirotetramat provocd una reduccion estadisticamente
significativa de la fecundidad con respecto al control (30,8 y 97,7
huevos/hembra, respectivamente) (F = 2,61; df = 4, 68; P = 0,0437).

La longevidad media de las hembras varié entre 21,6 y 14,0 dias, para
el control y el spirotetramat, respectivamente. Aunque el test ANOVA no
arrojo diferencias estadisticamente significativas en relacion con este
parametro (F = 1,15; df = 4, 68; P = 0,3400), si lo hizo el test LSD para el

caso del spirotetramat con respecto al control.

La duracion del desarrollo de la descendencia oscilé entre los 14,2
dias, en el caso del control, y los 14,8 dias, en el de la azadiractina. A pesar
de tratarse de una variacién pequefia (de 0,6 dias, es decir, unas 14,5

horas) existieron diferencias significativas entre las duraciones medias en
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los tratamientos y el control, excepto en el caso del metoxifenocida, para el
que el tiempo medio de desarrollo de la descendencia fue significativamente
igual al del control (F = 4,90; df = 4, 227; P = 0,0008).

En cuanto a los resultados obtenidos para el caso de los fungicidas
(Tabla 12), puede observarse cémo solo el mancozeb, el captan y el
trifloxistrobin provocaron una reduccion significativa de la fecundidad media
de las hembras con respecto al control (F = 9,34; df = 4, 74; P < 0,0001).
Especialmente reducida fue la fecundidad de las hembras tratadas con
trifloxistrobin, cuya media fue significativamente menor a las obtenidas en el

caso del control y el del resto de fungicidas evaluados.

La longevidad media de las hembras expuestas a fungicidas oscild
entre 12,7 dias en, el caso del trifloxistrobin, y 27,9 dias, en el del control.
Este compuesto presentd diferencias estadisticamente significativas con el
resto de fungicidas evaluados, asi como con el control (F = 4,60; df = 4, 74,
P =0,0024).

El tiempo de desarrollo de la descendencia varié entre 14,8 y 15,6
dias. Esta variacion es de 0,8 dias, menor que el tiempo transcurrido entre
dos observaciones consecutivas. Los fungicidas que presentaron diferencias
significativas para este parametro con respecto al control fueron el
tebuconazol y el captan (F =6,13; df = 4, 227; P = 0,0001).

En la Tabla 13 se muestran los valores calculados para los
parametros poblacionales obtenidos a partir de los adultos de A. nemoralis
supervivientes tras 72 horas de exposicion al residuo fresco del control
negativo de los insecticidas ensayados. Los valores de la rm oscilaron entre
0,1439, en el caso del control, y 0,1017, en el caso del spirotetramat. Los
unicos compuestos que provocaron una reduccidén significativa de este
parametro, con respecto al control negativo, fueron la azadiractina y el

spirotetramat.
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La duracién media de una generacion (T) oscilé entre unos 25 y 28
dias, y el tiempo de duplicacién de la poblacion (TDP), entre 5 y 7 dias,

aproximadamente.

En la Tabla 13 se muestran datos equivalentes a los anteriores, pero
para el caso de los tratamientos con fungicidas. En este caso, los valores de
la rm oscilaron entre 0,1453 y 0,0663, para el control negativo y
trifloxistrobin, respectivamente. Se obtuvieron reducciones significativas de
este parametro con respecto al control en el caso del tratamiento de los

adultos con mancozeb, captan vy trifloxistrobin.

El valor de T oscilo entre 25 y 28 dias, aproximadamente. En cuanto
al TDP, resultd ser de mas de 10 dias para el caso del trifloxistrobin,
mientras que para el control negativo y el resto de fungicidas oscil6é entre 5y
6 dias.

En la Figura 30 se muestran representados graficamente los valores

medios de la rm y sus intervalos de confianza obtenidos para los adultos de

A. nemoralis supervivientes a los tratamientos.
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Tabla 11. Pardmetros bioldgicos de las hembras adultas supervivientes de Anthocoris nemoralis y mortalidad y tiempo de desarrollo de su
descendencia, tras un periodo de exposicidén de 72 horas por contacto residual a insecticidas sobre sustrato inerte.

PRODUCTOS PARENTALES DESCENDENCIA
Fecundidad media Fertilidad (%) Longevidad hembras Mortalidad total (%) Tiempo de desarrollo total

Control Insecticidas 97,67 £ 14,60 a 93,33 21,60+ 1,65a 15,25 14,24 £ 0,11 a
| Metoxifenocida  8327£1923a 8000 1840%261a 3671 1433:008ab
Spirotetramat 30,85+12,12b 53,85 14,00+ 2,88 b 14,00 14,67 £ 0,10 bc
| Awadiactina  5600&1889ab 8182 1827+32a 281 M77#0130
Diflubenzurén 58,93 + 14,57 ab 80,00 18,40+ 2,35a 15,00 14,76 £ 0,13 ¢
S osenetoram -
Clorpirifos - - - - -

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (P=0,05; ANOVA y LSD). (Fecundidad: F = 2,61; df = 4, 68; P = 0,0437),
(Longevidad: F = 1,15; df = 4, 68; P = 0,3400), (Tiempo de desarrollo: F = 4,90; df = 4, 227; P = 0,0008).
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Tabla 12. Pardmetros bioldgicos de las hembras adultas supervivientes de Anthocoris nemoralis y mortalidad y tiempo de desarrollo de su
descendencia, tras un periodo de exposicion de 72 horas por contacto residual a fungicidas sobre sustrato inerte.

PRODUCTOS PARENTALES DESCENDENCIA
Fecundidad media Fertilidad (%) Longevidad hembras Mortalidad total (%) Tiempo de desarrollo total

Control Fungicidas 112,33 £ 13,77 a 100,00 27,93+2,74 a 20,00 14,83 £0,12 a

Tebuconazol 80,60 + 12,06 ab 100,00 23,87 2,77 a 30,00 15,24 + 0,16 bc

Captan 65,00+ 12,15 b 86,67 2140232 a 12,96 15,67 +0,10 ¢

Dentro de la misma columna, medias seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (P=0,05; ANOVA y LSD). (Fecundidad: F = 9,34; df = 4, 74; P < 0,0001),
(Longevidad: F = 4,60; df = 4, 74; P = 0,0024), (Tiempo de desarrollo: F = 6,13; df = 4, 227; P = 0,0001).
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Tabla 13. Parametros poblacionales de A. nemoralis obtenidos a partir de adultos expuestos durante 72 h a diferentes productos insecticidas y
fungicidas. Letras iguales en la misma fila no son significativamente diferentes (IC 95%)

PARAMETROS PRODUCTOS

Control Metoxifenocida Azadiractina Diflubenzuron Spirotetramat Spinetoram Clorpirifos

Supervivencia Pre-

0,8475 0,6428 0,7619 0,8500 0,8600 - -
reproductora

(IC 95%) 0,1311 - 0,1568 0,1022 - 0,1436 0,0894 - 0,1298 0,1111-0,1327 0,0722 - 0,1311 - -

Ry 41,3863 26,7619 21,3332 25,0467 13,2639 - -

TDP 4,8155 5,6390 6,3249 5,6857 6,8183 - -

PARAMETROS PRODUCTOS

Control Mancozeb Tebuconazol Captan Trifloxistrobin Imidacloprid

Supervivencia Pre-

0,8000 0,7288 0,7000 0,8703 0,7857 -
reproductora

(IC 95%) 0,1399 - 0,1507 0,1095 - 0,1283 0,1286 - 0,1419 0,1188 - 0,1332 0,0551-0,0775 -

R, 44,9333 27,5729 28,2100 28,2848 5,2904 -

TDP 4,7695 5,8306 5,1249 5,4999 10,4594 -

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).* IC: Intervalo de confianza para la rm al 95%
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Figura 30. Representacion grafica de los valores obtenidos de la rm y sus intervalos de confianza.
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4. Discusion

Los insecticidas clorpirifos e imidacloprid, utilizados como controles
positivos, provocaron una mortalidad en los adultos de A. nemoralis del
100% a las 24 horas de exposicion, resultando ser de categoria 4, segun la
clasificacién de la OILB. Este resultado manifiesta un gran efecto de choque
de estos productos sobre el depredador en las condiciones del ensayo, lo
que esta en concordancia con la toxicidad que tienen estos productos sobre
varios grupos de insectos, entre ellos, diversos enemigos naturales (Goulson
2013; Blacquiére et al. 2012; Vogt & Brown 2006; Boller et al. 1988)

Diferentes autores han evaluado los efectos del spinetoram sobre
depredadores taxondmicamente proximos a A. nemoralis, observando que
provoca niveles mas o menos elevados de mortalidad, aunque no llega a ser
tan toxico como lo observado en el presente trabajo (categoria 4). Asi,
Amarasekare & Shearer (2013) evaluaron la toxicidad del compuesto sobre
adultos del mirido Daraeocoris brevis (Hemiptera: Miridae), obteniendo una
mortalidad del 3,3 % tras 24 horas de exposicion, y del 46,7% tras 10 dias
de exposicion, tanto a una concentracion de 13,1 mg/l como de 131,1 mg/l
de ingrediente activo. Por su parte, Broughton et al. (2014), encontraron que
el spinetoram resultaba ser ligeramente téxico (categoria 2) sobre Orius
armatus (Gross) (Heteroptera: Anthocoridae), y que provoca una reduccion
significativa en el potencial reproductivo de las hembras tratadas. Srivastava
et al. (2008) realizaron ensayos de campo para evaluar los efectos del
spinetoram sobre Orius insidiosus en cultivo de pimiento aplicando 61 g/ha
de ingrediente activo; en estas condiciones, determinaron que, a pesar de
todo, la poblacion del depredador fue suficiente para evitar el aumento de

las poblaciones de trips.

Civolani et al.(2007) llevaron a cabo ensayos de campo en
plantaciones de peral y manzano con presencia de ninfas y adultos A.
nemoralis aplicando 144 mg/l de spinosad sin que observaran efecto agudo
significativo a las 48 horas del tratamiento. También Eelen et al. (2006)

encontraron resultados similares con el spinosad en ensayos de campo, de
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modo que lo clasificaron como categoria 1, sobre adultos, y categoria 2,
sobre ninfas. Finalmente, Biondi et al. (2012), en una revisién sobre el efecto
de los spinosines sobre la fauna auxiliar, sefialaron que los efectos adversos

del spinetoram aun no habian sido suficientemente investigados.

Los resultados obtenidos en relacion con la mortalidad causada por la
azadiractina en el presente trabajo no concuerdan con los obtenidos por
Schaub et al. (2002), ya que estos autores obtuvieron una mortalidad del
100% en condiciones de laboratorio, aunque hay que sefalar que el ensayo
lo llevaron a cabo sobre ninfas de tercer estadio de A. nemoralis y a una
concentracion del 0,3%, el doble de la utilizada en este trabajo. Asimismo,
cuando hicieron el ensayo en condiciones de laboratorio extendido, la
mortalidad se redujo en un 50%. Por otro lado, la azadiractina provocé una
reduccion importante de la fecundidad de las hembras superviviente
expuestas durante 72 h al compuesto, disminuyendo el numero medio de
huevos puestos por hembra en torno a un 60% respecto al control negativo,
aunque no se presentaron diferencias estadisticamente significativas; esto
es debido, seguramente, a la elevada variabilidad intrinseca de este
parametro, que provoca una importante variabilidad dentro de cada
tratamiento que, a su vez, oculta diferencias significativas entre ellos.
Tampoco se observé una reduccidon significativa de la longevidad de las
hembras. Si que hubo diferencias significativas en el tiempo de desarrollo de
la descendencia, aunque, tal y como se sefala en el capitulo |, esta
diferencia se puede despreciar debido a la muy baja variabilidad intrinseca
de este parametro. De hecho, en valor absoluto, la diferencia es mucho

menor que el tiempo transcurrido entre dos observaciones consecutivas.

El parametro que mejor caracteriza el efecto de un compuesto sobre
la evolucion de una poblacién bajo unas determinadas condiciones, es la
tasa intrinseca de crecimiento (rm), ya que engloba todas las posibles
acciones del mismo sobre los adultos tratados y sobre su descendencia
hasta que alcanza de nuevo el estado adulto. En este sentido, se obtuvo un
resultado para la rm de la poblacidon superviviente al tratamiento con

azadiractina significativamente menor que para el control negativo. De todos
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modos, observando los parametros poblacionales, es probable que la
recuperacion de la poblacion sea buena tras un tratamiento con este
producto en condiciones de campo, mas aun considerando que los ensayos
realizados en este trabajo fueron en fase de laboratorio, que es la situacion
mas desfavorable de todas las que forman la metodologia secuencial

propuesta por la OILB.

La observacion de los efectos negativos provocados por el spinetoram
y la azadiractina sobre adultos de A. nemoralis indican, tal y como ya se ha
observado en otras ocasiones, que el hecho de que un producto sea de
origen natural no tiene por qué ser estrictamente selectivo, de modo que
puede afectar, ademas de a la plaga objetivo, a otros organismos no diana,
como los enemigos naturales (Biondi et al., 2012). La selectividad viene
determinada por una multitud de factores, de modo que existe la necesidad
de evaluar cada producto de forma individual para cada especie en
particular. Por otro lado, es importante sefialar también que, ademas de la
evaluacion de la mortalidad directa, es tan importante o mas, si cabe, la
evaluacion de los efectos subletales para poder tener un conocimiento
completo y preciso de los efectos secundarios de los productos fitosanitarios
sobre los enemigos naturales (Hassan, 1985). Prueba de ello son los
programas que se han desarrollado por el grupo de trabajo de la OILB
“Pesticidas y Organismos Beneficiosos” con multiples productos sobre una
gran cantidad de especies de enemigos naturales, y que se pueden
consultar en varias publicaciones de los Boletines de la OILB (Franz et al.,
1980; Hassan et al., 1983; 1987; 1988; 1991; 1994 y Sterk et al., 1999; Vogt
et al.)

El diflubenzurdn, que resulté ser de categoria 2 en cuanto a su efecto
sobre la mortalidad de los adultos tras 72 h de exposicidon, provocé una
reduccion de la fecundidad de las hembras, y de modo similar a lo
comentado en el caso de la azadiractina, dichas diferencias quedaron
ocultas en los test empleados para detectarlas, por la gran variabilidad
intrinseca del parametro. Sin embargo, la rm no presentd diferencias

significativas respecto al del control negativo. En conjunto, podria decirse
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que se trata de un producto que podria ser compatible con A. nemoralis en
condiciones de campo, tal y como algunos autores ya han sefalado
anteriormente (Souliotis & Moschos 2008; Solomon et al. 1989). Por su
parte, Caroli & Pasqualini (2004) encontraron que el diflubenzurén no tenia
efectos ni sobre la mortalidad directa ni sobre los parametros reproductivos,
cuando se aplicaba a ninfas neonatas de A. nemoralis en ensayos de
laboratorio, resultando ser de categoria 1 segun la clasificacién de la OILB
considerando ambos tipos de efectos. Por el contrario, al utilizar ninfas de
tercer estadio resultd ser moderadamente toxico (categoria 3), a causa de
producir una severa reduccion de la fecundidad de las hembras que llegaron
a completar el desarrollo hasta el estado adulto tras la exposicion al
producto. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en este
trabajo, ya que la aplicacién del insecticida se realizd en el periodo de
preoviposiciéon, estado en el que el desarrollo embrionario puede verse

afectado por el producto.

El metoxifenocida resulté ser un producto inocuo, tanto sobre la
mortalidad directa como sobre los parametros de las tablas de vida. Civolani
et al. (2007) indicaron que este compuesto resulté también inocuo sobre A.
nemoralis en ensayos de campo realizados en Emilia Romagna, utilizando la
metodologia propuesta por la OILB (Hassan, 1985). Los resultados que
obtuvieron muestran una mortalidad corregida de los adultos del depredador
inferior al 10%, lo que esta en concordancia con los obtenidos en el presente
trabajo. Asimismo, otros autores han reportado resultados similares sobre
otros antocéridos, fundamentalmente del género Orius, tanto en ensayos de
laboratorio como de campo, (Studebaker & Kring 2003; Angeli et al. 2005;
Colomer et al. 2011; Amor et al. 2012).

El spirotetramat resulté ser ligeramente toxico, categoria 2, segun los
resultados obtenidos en cuanto a la mortalidad de los adultos, pero provoco
también una reduccién importante de la fecundidad. A pesar de ello, como
sucedid en el caso del diflubenzurén, no se observaron diferencias
significativas en la rm, respecto al control negativo. La reduccién de la

fecundidad puede estar relacionada con el modo de accion del producto
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(inhibicién de la sintesis de lipidos), a través del cual podria afectar al
normal desarrollo de los oocitos. Algunos autores indican, de igual modo,
una reduccion en la fecundidad en otras especies de enemigos naturales,
como Nesidiocoris tenuis (Reuter) (Hemiptera: Miridae) (Wanumen 2016) o

Neoseiulus fallacis (Garman) (Acari: Phytoseiidae) (Lefebvre et al., 2012).

Los fungicidas mancozeb, tebuconazol y captan resultaron ser
inocuos (categoria 1) segun la clasificacion OILB. Sin embargo, segun los
resultados publicados por el grupo de trabajo “Pesticidas y organismos
beneficiosos” de esta Organizacion, el tebuconazol resulta ligeramente
toxico (categoria 2) sobre A. nemoralis en condiciones de laboratorio (Sterk
et al. 1999). Los efectos observados en la bibliografia para la aplicacion
dcon respecto a captan y mancozeb son muy variables, dependiendo de la
especie de la que se trate, resultando, por lo general, perjudiciales sobre
varias especies de acaros fitoseidos e himendpteros parasitoides, tal y como
se puede comprobar en los resultados de los programas de la OILB
mencionados previamente. Con respecto a los efectos subletales, ambos
productos disminuyeron significativamente la fecundidad y la rm cuando los
adultos estuvieron expuestos durante 72 h. Respecto al tiempo de desarrollo
de la descendencia, aunque se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los tratamientos con tebuconazol y captan con respecto al
control, estas se pueden considerar despreciables por los mismos motivos

comentados con anterioridad para el caso de los insecticidas.

El unico fungicida que presentd diferencias significativas en la
mortalidad con respecto al control negativo fue el ftrifloxistrobin. En un
estudio realizado en condiciones de laboratorio mediante aplicacion topica
de este compuesto sobre larvas de segundo estadio y adultos del
coccinélido micéfago Psyllobora vigintimaculata (Say), Sutherland et al.,
(2010) también observaron que el producto provoco ciertos niveles de
mortalidad tras 24 horas de exposicion (un 50% aproximadamente, para el
caso de los adultos, y en torno al 35%, para el de las larvas), no viéndose
incrementados estos valores en gran medida tras 96 h. Ademas, en ensayos

realizados en vifedo, la densidad poblacional de este insecto se redujo

86



Discusion Capitulo Il

después de las aplicaciones de los fungicidas del grupo de las estrobilurinas,
azoxystrobin y trifloxistrobin, a pesar de la presencia de oidio en el cultivo,
fuente de alimento de coccinélido. Del mismo modo, Pazini et al. (2016),
sefialaron que, en condiciones de laboratorio, segun la metodologia
propuesta por la OILB, el ftrifloxistrobin fue catalogado como ligeramente
toxico (categoria 2) o moderadamente toxico (categoria 3) sobre los
himendpteros parasitoides Telenomus podisi Ashmead (Platygastridae) y
Trichogramma pretiosum Riley (Trichogrammatidae), segun diferentes
condiciones de ensayo. De igual manera, sefalaron la necesidad de seguir
investigando con este tipo de compuestos para poder determinar los efectos
secundarios reales que pueden llegar a tener en estos parasitoides, asi

como en otras especies de enemigos naturales.

Stavrinides & Mills (2009), realizando ensayos de semicampo para
evaluar el efecto del trifloxistrobin sobre el acaro fitoseido Galendromus
occidentalis (Nesbitt), indicaron que este producto provocé cambios en la
estructura de la poblacidén con respecto al control no tratado, reduciendo el
porcentaje de inmaduros y adultos, y aumentando el porcentaje de huevos.
Asimismo, senalaron que estas diferencias en la estructura de la poblacion
podrian deberse a efectos diferenciales en la mortalidad, en el tiempo de
desarrollo y en la reproduccion, en funcion de la edad a la que se sometian
los individuos al compuesto. Estos mismos autores sefialaron la importancia
de realizar estudios sobre los efectos en los parametros de las tablas de
vida para obtener respuestas que definieran mejor estos cambios en la
estructura de la poblacién. En el presente trabajo, al analizar los resultados
obtenidos sobre la fecundidad de las hembras supervivientes, se observa
una drastica reduccion en este parametro por parte del trifloxistrobin.
Asimismo, este compuesto fue el unico fungicida que provocd una reduccién
significativa en la longevidad de las hembras supervivientes. Merece la pena
senalar que en las revisiones diarias que se fueron realizando, se observaba
que los individuos de A. nemoralis manifestaban espasmos musculares que
les inducian a caminar desorientados. Ademas, la mayor parte de los
individuos permanecian tumbados sobre su dorso varios dias antes de morir

y, al tocarlos con el pincel, reaccionaban con movimientos. Cuando se les
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colocaba en su posicion normal, caminaban durante un tiempo antes de

volver a caer tumbados.

Un dato curioso, al observar los resultados, es que la longevidad
media de las 15 hembras elegidas de entre las supervivientes al tratamiento
con trifloxistrobin fue de 12,7 dias, pero solamente tres de ellas tuvieron una
longevidad superior a la media, y que fue de 28 dias, en dos de ellas y de 35

dias en la tercera.

Como puede observarse en la tabla 11, solamente un 40% de las
hembras tratadas con trifloxistrobin pusieron huevos, siendo este valor
incluso mas bajo que para el caso del insecticida spirotetramat (54%). Otro
dato destacable es que, de las dos hembras que vivieron 28 dias, una fue
estéril y la otra solamente puso 8 huevos. Curiosamente, la hembra que
puso mayor cantidad de huevos (96) tuvo una longevidad de 11 dias
solamente, seguida de la hembra con mayor longevidad que puso 78
huevos. Como dato también muy importante, sefalar que el ftrifloxistrobin
provoco una importante reduccién de la rmrespecto al control negativo. Esta
reduccion se debe, sobre todo, a la disminucion de la fecundidad y de la

longevidad de las hembras supervivientes.

También hay que sefalar que para comprobar y contrastar los
resultados que se obtuvieron con el ftrifloxistrobin, se llevaron a cabo una
serie de ensayos posteriores con este mismo producto y con kresoxim-metil,
otra estrobilurina con el mismo modo de accion. Los ensayos se realizaron
sobre A. nemoralis, Orius laevigatus, Nesidiocoris tenuis y Macrolophus
calliginosus obteniendo efectos y resultados similares a los presentados en
este trabajo en las cuatro especies evaluadas (Aragén-Sanchez,

comunicacion personal).

En la figura 30 se representan graficamente los valores obtenidos de
la rm, con sus intervalos de confianza, para todos los compuestos evaluados
que dejaron supervivientes tras el tratamiento, asi como las de los controles

negativos. Dado que las rm de los controles negativos en los ensayos con
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insecticidas y con fungicidas no difirieron significativamente entre si, se
podrian establecer comparaciones entre todos los tratamientos. Asi, podria
decirse que el trifloxistrobin fue el compuesto mas perjudicial de todos los
evaluados sobre A. nemoralis, con efectos incluso mas acusados que
algunos insecticidas. No obstante, hay que recordar, una vez mas, que las
condiciones de ensayo en laboratorio son las mas desfavorables del
esquema secuencial propuesto por la OILB, de manera que al realizar
ensayos de laboratorio extendido, semicampo o campo, estos efectos
podrian verse mitigados en gran medida, como se comentd en el caso del
spinetoram. En cualquier caso, resulta muy interesante comprobar como un
producto fungicida puede llegar a tener importantes efectos secundarios
negativos sobre enemigos naturales. Esto hace muy aconsejable la
determinacién de tales efectos secundarios para poder compatibilizar
adecuadamente el CB, ya no solo con la lucha quimica a base de
plaguicidas, sino también con la que incluye fungicidas e incluso otro tipo de
compuestos. Solo un conocimiento completo en este sentido, permitira una
toma de decisiones adecuada en un contexto de MIP; y especialmente en
cultivos con wuna especial problematica fitosanitaria en lo que a
enfermedades fungicas se refiere (caso del peral) para los que, en la

mayoria de las ocasiones, el uso de fungicidas es muy elevado.
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CAPITULO Ill. Ensayo de Control Biolégico de Cacopsylla
pyri mediante Anthocoris nemoralis en condiciones de

campo
1. Introduccion

El peral (Pyrus communis L.) ocupa el segundo lugar en importancia
entre los cultivos frutales de zonas templadas, después del manzano (Malus

domestica L.) y por delante del melocotonero (Prunus persica L.) (Tabla 14).

Tabla 14. Superficie y produccion mundial de manzano, peral, melocotén y nectarina
(FAO,2014)

Superficie (ha) Produccion (t)

Manzano 5.051.851 84.630.275
Peral 1.574.446 22.795.854
Melocotdn y nectarina 1.494.837 25.798.644

Actualmente, la psila del peral puede considerarse como la plaga
clave en este cultivo en todas las regiones productoras. Son varias las
especies que se han citado en la bibliografia con el nombre vulgar de psila
del peral, aunque la especie predominante en cultivos comerciales europeos
es Cacopsylla pyri (Linnaeus, 1761) (Hemiptera: Psyllidae), junto con C.
pyricola (Foerster, 1848) (Hemiptera: Psyllidae), en funcion de la region que
se considere (Horton, 1999). En Espafia, la especie principal asociada al
cultivo es C. pyri (Artigues et al., 1996; Vilajeliu et al., 1998; Sanchez et al.,
2010).

1.1. Cacopsylla pyri (Linnaeus, 1761)

La descripcidn de C. pyri, asi como los dafos que produce, estan
ampliamente recogidos en la bibliografia. Segun Garcia de Otazo (1992), De
Lifdn (1998) y Sarasua & Avilla (2008), los adultos de C. pyri tiene un
tamafio aproximado de 3 mm de longitud y son de color pardo amarillento
mas o menos claro (Figura 31), siendo los adultos invernantes mas oscuros.
La cabeza es mas ancha que larga, y presenta dos grandes ojos
compuestos. Las antenas tienen los tres primeros artejos de color amarillo,

los tres siguientes pardos en la extremidad y los cuatro restantes
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completamente pardos. El pronoto es de color pardo oscuro con rayas
amarillas. Las alas son membranosas y transparentes, con las nervaduras
oscuras. La parte anterior de las patas es de color pardo y la posterior
amarilla (las tibias y tarsos son amarillos, con las ufias negras). Las patas
son fuertes y estan adaptadas para el salto. El abdomen es negro, con los
bordes posteriores de los segmentos rojos. Las piezas bucales estan
soldadas para formar un tubo picador succionador, recogido a nivel del torax
entre las patas del primer y segundo par en fase de reposo. Existe
dimorfismo sexual, lo que permite diferenciar machos y hembras
visualmente: los machos presentan en la parte final del abdomen un
complejo génito-anal en forma de ganchos orientados hacia arriba, mientras
que en las hembras el abdomen termina de una forma mas o menos

redondeada.

Figura 31. Adulto de Cacopsylla pyri (izquierda). Huevos préximos a la eclosion y ninfa
emergiendo del huevo.

Los huevos son inicialmente blancos, pasando a una coloracion
amarilla y, finalmente, anaranjada, cuando van evolucionando. Cuando esta
proxima la eclosién se pueden apreciar dos puntos rojos que corresponden
con los ojos compuestos de la futura ninfa (Figura 31). Se unen al sustrato
vegetal mediante un pedicelo y miden unos 0,3 mm de largo x 0,15 mm de
ancho. La puesta media por hembra varia en funcion de la generacion. Las
hembras invernantes tienen una fecundidad media de 200 huevos, mientras

que en las hembras de verano es de 600 huevos.
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C. pyri presenta 5 estadios ninfales. Las ninfas tienen un aspecto
aplanado y un tamafio comprendido entre 0,45 mm, en su primer estadio, y
1,75 mm, en el ultimo. Los tres primeros estadios ninfales son de color
amarillo claro y las antenas constan de 3 artejos. El cuarto estadio presenta
5 artejos en las antenas, mientras que el quinto ya tiene 7. El cuarto estadio
presenta una coloracion mas oscura y el quinto es de tonos pardos (Figura
32). A partir del tercer estadio se comienzan a percibir los esbozos alares,
siendo muy claros en el ultimo. Las ninfas son sensibles a temperaturas
elevadas y baja humedad, sobre todo en los primeros estadios. La melaza
que segregan al alimentarse les sirve para protegerse de estas condiciones

desfavorables (Figura 32).

Figura 32. Ninfa de C. pyri de quinto estadio (izquierda). Ninfa segregando melaza
(derecha)

El insecto pasa el invierno en estado adulto sobre la corteza de los
arboles, asi como en refugios naturales o vegetacion de los alrededores.
Puede llegar a resistir temperaturas de -15 °C durante el invierno. En esta
época su actividad es muy reducida, pero cuando las temperaturas alcanzan
los 5 °C son capaces de desplazarse para alimentarse hacia los primeros
brotes del afio, y cuando las temperaturas estan comprendidas entre 7 y 10
°C, las hembras ya pueden comenzar la puesta.

El desarrollo 6ptimo de C. pyri se produce a una temperatura préoxima
a 25 °C y el numero de generaciones anuales que experimenta se situa
entre 4 y 7, dependiendo de las condiciones climaticas de cada region y de

cada ano.
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Los dafios que produce C. pyri pueden ser directos e indirectos. Los
dafos directos se ocasionan por las picaduras de los adultos y de las ninfas
en hojas y brotes (Figura 33) para alimentarse del floema de la planta,
produciendo un debilitamiento de la misma en caso de ataques fuertes. Los
danos indirectos derivan de la melaza que excretan las ninfas. Esta melaza
sirve de sustrato para el desarrollo de hongos saprofitos que provocan la
apariciéon de la llamada negrilla o fumagina, que tifie de negro las partes
afectadas (Figura 33). En caso de ataques fuertes, se puede producir una
merma de la capacidad fotosintética del arbol, descenso en la induccion
floral e incluso el aborto de yemas en el afio siguiente. Sin embargo, el dafio
mas importante es la depreciacion comercial del fruto cuando esta afectado
por la negrilla, sobre todo en variedades de piel lisa 0 que no presentan
russeting. Es de sefalar que esta depreciacion es simplemente estética, sin
afectar a la calidad organoléptica del fruto, sobre todo en variedades con

russeting, ya que las partes afectadas pasan mas desapercibidas.

Figura 33. Ninfas de estadios avanzados alimentandose en un brote de peral (izquierda).
Brote de peral con presencia de negrilla o fumagina (derecha).
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1.2. El problema de las resistencias y la disminucion de la presencia de

los enemigos naturales

C. pyri estuvo considerada en Europa como una plaga secundaria en
el cultivo del peral hasta 1960, aproximadamente, pero en los afos 70
comenzaron a presentarse graves dificultades para controlar la plaga en
Italia, Espafa y Francia por diversos motivos. Entre ellos, podria citarse el
aumento de la superficie destinada al cultivo del peral con variedades
vigorosas, asi como el empleo de técnicas culturales que inducen un mayor
vigor. Es preciso indicar que el exceso de vigor esta directamente
relacionado con un aumento de la densidad de fitéfagos, en general, y de la
psila del peral, en particular (Daugherty et al., 2007). Por ello, la eleccion de
patrones menos vigorizantes y adecuados a las caracteristicas del terreno y
un correcto manejo de la fertilizacion nitrogenada son aspectos
fundamentales para mantener el nivel de vegetacion dentro de parametros

deseables y evitar los efectos negativos asociados a un exceso de vigor.

Sin embargo, son las consecuencias derivadas de un mal uso y abuso
de insecticidas, muchas veces poco selectivos, los que han provocado que
la psila se convierta en una plaga dificil de controlar (Sarasua & Avilla,
2008). En torno a los afios 50, tuvo lugar la introduccién de los insecticidas
organoclorados y organofosforados, que presentan un amplio espectro de
accion, es decir, tienen efecto sobre muchos de los artrépodos presentes en
el agroecosistema. En las décadas siguientes, el desarrollo de nuevas
moléculas con actividad insecticida estuvo encaminado hacia la obtencion
de productos igualmente poco selectivos, como piretroides y carbamatos. El
empleo de este tipo de compuestos provocd, con el paso de los afos, una
drastica disminucion en la presencia de enemigos naturales de las plagas
(depredadores y parasitoides) en los agroecosistemas, originando un gran
desajuste en su equilibrio y un aumento de los problemas generados por
efecto de las plagas. Ante esta situacion, el agricultor suele aumentar el
numero de aplicaciones, lo que favorece, ademas, la aparicion de

resistencias en los organismos plaga, agravando mas aun el problema.
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Este es el caso de las psilas del peral, estando bien documentadas
las resistencias que ha generado C. pyri frente a varios ingredientes activos
con actividad insecticida, especialmente piretroides, organofosforados y
algunos inhibidores de la sintesis de quitina, como el teflubenzuréon. El
ingrediente activo monocrofés representa el caso mas conocido, ya que la
seleccién inducida por este compuesto alrededor de finales de 1980 en
algunas poblaciones de C. pyri cerca de Toulouse (Francia), generé una
resistencia 140 veces mayor que en la poblacidon susceptible al cabo de 30

generaciones (Civolani, 2012).

Por estos motivos, en Ila actualidad, es habitual encontrar
explotaciones que deben realizar un tratamiento insecticida cada 15 dias,
aproximadamente, sin que, a pesar de ello, la plaga se mantenga en bajos
niveles poblacionales. Debido a los limites maximos de residuos que marca
la legislacion, asi como a los plazos de seguridad asociados al uso de este
tipo de productos, no se pueden realizar tratamientos insecticidas cercanos
a la época de recoleccion. Por este motivo, es habitual encontrar los niveles
poblacionales mas altos al final del ciclo vegetativo, hacia finales de
septiembre y noviembre, y mas aun en condiciones climaticas calidas, como
las que se dan actualmente en esta época del afio, de manera que el nivel

de poblacién para el ciclo siguiente suele ser mas elevado.

1.3. Los enemigos naturales de la psila

El hecho de que la psila se considerase una plaga secundaria antes
de la generalizacién del uso de insecticidas de sintesis, esta directamente
relacionado con el control que ejercian los enemigos naturales sobre sus
poblaciones, de modo que, cuando estos se vieron afectados por el uso de
estos productos, la psila se convirtié en el problema que representa en la
actualidad (Solomon et al., 2000). Asi pues, la utilizacion de compuestos
respetuosos con estos enemigos naturales, junto con otras técnicas que se
pueden utilizar para aumentar sus poblaciones en el cultivo, podria constituir
la clave para revertir esta situacion hasta el punto inicial, donde la psila del

peral no constituia un problema.
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En general, la mayoria de autores sefalan que C. pyri tiene una gran
variedad de enemigos naturales, depredadores y parasitoides, de manera
que cuando no se realizan tratamientos insecticidas, o éstos son
respetuosos con los organismos no objetivo, se pueden llegar a mantener
las poblaciones de psila en niveles bajos. Los depredadores citados de
mayor importancia pertenecen al orden Hemiptera, fundamentalmente a las
familias Anthocoridae y Miridae. Los miridos a los que se atribuye una mayor
capacidad de control pertenecen al género Pilophorus, aunque también se
citan otros géneros como Campyloma. Sin embargo, el depredador mas
importante de la psila del peral, en la mayoria de regiones, es el antocoérido
A. nemoralis. Asi mismo, también se citan varias especies del género Orius
como depredadores de psila (Madsen, 1964; Santas et al.,1987; Solomon et
al. 1989; Artigues et al., 1996; Vilajeliu et al., 1998; Horton, 1999; Solomon
et al., 2000; Civolani & Pasqualini, 2003; Erler, 2004; Shaltiel & Coll, 2004;
Souliotis & Moschos, 2008; Sanchez et al., 2010; Civolani, 2012).

Un aspecto importante a tener en cuenta es la importancia de la
colonizacién temprana del cultivo por parte de enemigos naturales de la
psila, de modo que puedan mantener las poblaciones de esta plaga en
niveles tolerables. Algunos estudios llevados a cabo en este sentido indican
que el tipo de vegetacion que rodea al cultivo puede influir en la colonizacién
y también en el mantenimiento de enemigos naturales. Asimismo, indican
que el establecimiento de cubiertas vegetales en el cultivo puede ser un
elemento de atraccién y mantenimiento de estos organismos antagonistas,
sobre todo si la comunidad vegetal produce flores (Emami, 2017; Shaltiel &
Coll, 2004). En este sentido, las estrategias de CB por conservacion
adquieren gran importancia para mantener un equilibrio en la comunidad de

artropodos del agroecosistema.

1.4. Estrategia de CB de tipo inundativo con Anthocoris nemoralis

Como ya se ha indicado, A. nemoralis esta considerado como el
depredador mas importante de la psila del peral en la mayor parte de las

regiones productoras. Este depredador se traslada al cultivo al inicio de la
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primavera, desde sus refugios de invierno, estaciéon que pasa en estado
adulto, aunque una parte permanece en el propio cultivo. Ademas, muestra
preferencia por desplazarse e instalarse en cultivos de peral frente a
manzano (Sigsgaard, 2010). A. nemoralis presenta el comportamiento tipico
de un depredador de limpieza, capaz de responder a fuertes aumentos
poblacionales de la plaga y reducir en poco tiempo sus poblaciones. Por otro
lado, parte de la poblacién abandona la plantacién cuando la densidad de la

presa es baja (Avilla et al., 2002).

En la mayoria de ocasiones, este control natural no es suficiente para
mantener la poblacion de psila bajo niveles tolerables, debido a la baja
densidad de individuos que colonizan el cultivo o por hacerlo demasiado
tarde (Sigsgaard et al., 2006). El conocimiento desarrollado para poder criar
en laboratorio este enemigo natural, y el posterior desarrollo de la cria
industrial en biofabricas, ha hecho posible que se pueda liberar en el cultivo
en el momento y en la cantidad adecuados para lograr controlar las

poblaciones plaga.

En la bibliografia existen diferentes estudios que evaluan la forma de
llevar a cabo liberaciones de A. nemoralis, asi como resultados obtenidos en
distintos ensayos. En este sentido, liberaciones realizadas en Avignon
(Francia) en estado de huevo, a una densidad de 100 a 200 huevos por
arbol (sobre unos 200 arboles en 0,3 ha), obtuvieron buenos resultados de
control, aunque presentd algunos inconvenientes de manejo. Entre ellos, los
autores citan el almacenamiento y conservaciéon de los huevos cuando la
superficie a proteger es grande, asi como la dificultad para su manipulacion
en el proceso de obtencién y distribucion en campo, ya que se necesita un
sustrato vegetal como soporte para los huevos. Asimismo, indican una serie
de ventajas, como puede ser la menor capacidad de dispersion inicial del
depredador, que facilita la implantacién a nivel de parcela, asi como el
menor coste en el sistema productivo del depredador (Fauvel et al., 1994;
Rieux et al., 1994).
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Unruh & Higbee (1994), llevaron a cabo liberaciones de ninfas de
segundo o tercer estadio en el estado de Washington (Estados Unidos) que
arrojaron resultados efectivos. La densidad de suelta fue de 300 ninfas por
arbol (en 4 bloques de 9 arboles, con un marco de plantacién de 5x5 m),
liberadas en dos sueltas, de 200 y 100 ninfas por arbol, separadas 21 dias.
Bajo estas condiciones, la reduccion en las ninfas de psila a los 10 dias de
las liberaciones fue del 50%, tras la primera, y del 85%, tras la segunda. De
todos modos, se podria indicar que esta cantidad de depredador

posiblemente resulte econdmicamente inviable en términos comerciales.

En Dinamarca, liberaciones de ninfas de segundo y cuarto estadio, a
una densidad de 10 y de 30 ninfas por arbol (distribuidos en densidades de
plantacion comprendidas entre 1100 y 2300 arboles/ha, con una altura
media entre 2,4 y 3,1 m por arbol), mostraron reducciones en el numero de
ninfas de psila comprendidas entre un 30 y un 50%. Hay que indicar que la
capacidad depredadora de A. nemoralis podria haberse visto afectada
debido a las condiciones de temperatura de esta zona (Sigsgaard et al.,
2006).

En relacion a liberaciones en estado adulto, los estudios preliminares
realizados en lItalia con densidades de 500 y 1000 adultos/ha no mostraron
diferencias significativas con respecto al control (Beninato & la Morella,
2000). Sin embargo, en el Sur de Francia, densidades elevadas (17000-
24000 adultos/ha) proporcionaron un buen control de Ila psila,
independientemente del nivel de poblacion inicial de plaga. Por otro lado,
Faivre-D'Arcier et al. (2001), basandose en resultados obtenidos con
liberaciones hechas en primavera o inicios de verano, a densidades
comprendidas entre 1300 y 9000 adultos/ha, consideraron que 5500
adultos/ha podria ser una cantidad efectiva si se daban las condiciones
adecuadas, tanto de temperatura como de disponibilidad de presa, pero
siempre que la poblacion inicial de plaga no fuera demasiado elevada.

Generalmente, las empresas comercializadoras de A. nemoralis

recomiendan hacer la liberacién al inicio del ciclo de cultivo, con el fin de
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asegurar un buen asentamiento el depredador en campo, fraccionada en
dos o tres sueltas en semanas consecutivas, alcanzando un total de unos
1500 a 2000 individuos/ha, en funcion de las condiciones particulares de
cada parcela. La liberacion se lleva a cabo en unos pequefios recipientes de
carton, en los que se reparte el contenido del envase en el que se
comercializa el depredador. Normalmente, se recomienda repartir 500
individuos entre 8 y 10 puntos distribuidos de forma homogénea por la
parcela, pero no cerca de los bordes, para evitar la dispersion de A.

nemoralis fuera de la misma.

1.5. Métodos de seguimiento de la psila del peral y Anthocoris

nemoralis

En la bibliografia se citan varios métodos para el seguimiento de las
poblaciones de insectos (Horton, 1999), siendo el golpeo de ramas o
frappage un método habitualmente empleado. Este método consiste en
golpear varias veces una rama de un arbol con una barra de unos 40-45 cm
recubierta con algun material blando para evitar dafos en las ramas vy, de
este modo, recoger los individuos en algun tipo de dispositivo que se coloca
bajo la rama golpeada. El proceso se realiza en varios arboles de la zona a
muestrear, elegidos en funcién del disefio experimental. Hay autores que
golpean varias ramas en el mismo arbol, mientras que otros solamente
golpean una rama por arbol, ya que consideran que las vibraciones
producidas con el primer golpeo pueden interferir en la cantidad de insectos
recogidos en la siguiente rama (Erler, 2004). Este método se utiliza
generalmente para obtener datos de la cantidad de adultos de psila o

adultos y ninfas de A. nemorlalis.

Otro método empleado habitualmente consiste en recoger muestras
de corimbos, brotes u hojas, en funcion de la época de muestreo, para su
posterior procesado en laboratorio bajo un microscopio estereoscépico. Este
metodo esta destinado, generalmente, a obtener datos de la cantidad de
huevos y ninfas de la poblacién de psila (Horton, 1999), asi como de otros

artréopodos de interés asociados al cultivo. El tamafio muestral es variable,
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segun la bibliografia, recomendando entre 10 y 50 o mas unidades de
muestreo, dependiendo del nivel de precision que se quiera obtener. Por
ejemplo, en la zona de Washington y Oregon, se recomienda tomar unos 25
brotes para una parcela comprendida entre 4 y 8 ha (Burts & Retan, 1973;
Beers et al., 1993). Un mayor tamafo de la muestra proporciona un menor
error en los resultados inferidos, aunque hay que tener en cuenta el tiempo
de procesado en el laboratorio y el nivel de error que se puede asumir para
conseguir un equilibrio entre estos dos factores. En este sentido, Vilajeliu et
al. (2004) calcularon mediante la ecuacion propuesta por Karandinos (1976),
que el tamafio necesario de la muestra para un nivel de precision "d" de 0,5
(error experimental + 25%) deberia ser de 90 brotes para niveles medios de
1 ninfa por brote, y 50 brotes para niveles medios de 3 ninfas por brote. Sin
embargo, para niveles medios de 1 ninfa por brote, con un error

experimental de + 15%, es necesario tomar 300 brotes por muestra.

Para hacer el seguimiento de la psila del peral se eligié el método de
recogida de corimbos y brotes. No se han encontrado citas en la bibliografia
en las que el seguimiento de A. nemoralis se haga representando la
dinamica poblacional a partir del numero medio de huevos. Por ello, en este
trabajo se plante6 hacer el seguimiento de la poblacién del depredador a
partir de los huevos que se encontraban en las muestras vegetales

recogidas en campo.
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2. Materiales y métodos

El ensayo de campo se llevé a cabo durante el aio 2015, en parcelas
situadas en la localidad de Rincon de Soto (La Rioja), y pertenecientes a la
Denominacion de Origen Protegida (D.O.P.) Peras de Rincén de Soto. Para
ello, se eligieron dos parcelas representativas del cultivo del peral de la
zona. En una de ellas, utilizada como control, se hacia un manejo
convencional (MC) para el control de psila, mediante la aplicacion de
insecticidas. En la otra, el control de psila se llevé a cabo mediante la
liberacion de A. nemoralis (MAnN), siendo 2015 el tercer afio consecutivo que

aplicaba esta estrategia de control.

2.1. Descripcion de las parcelas de ensayo

El sistema de formacion es en vaso (Figura 34). La densidad de
plantacién es similar en ambos casos, con unos 1250 arboles por ha y un
marco de plantacion de 4 x 2 m. La superficie de las parcelas estaba en
torno a 2500 m2. Los arboles de la parcela MC estaban distribuidos en 5 filas
de unos 115 m de longitud, mientras que los de la parcela MAn, en 6 filas de
unos 85 m de longitud. Cada parcela se dividi6 en 4 unidades
experimentales, con 40 arboles en cada una de ellas. Cada unidad

experimental constituia una repeticion.

Figura 34. Aspecto de una de las parcelas de ensayo en una fase temprana del ciclo
vegetativo.
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Dado que ambas parcelas pertenecian a la D.O.P. Peras de Rincon
de Soto, las practicas de fertilizacion fueron similares en ambas parcelas,
asi como el sistema de manejo del suelo, que fue mediante cubierta vegetal
espontanea. El riego se hizo por inundacién. Todas las decisiones sobre el
manejo del cultivo, incluida la forma de llevar a cabo los tratamientos
fitosanitarios (Tabla 15), fueron tomadas por los propietarios, segun su
criterio y/o las recomendaciones de sus asesores de modo que se
cumplieran las especificaciones técnicas que indica el reglamento de dicha
D.O.P. La liberacién de A. nemoralis se hizo basandose en las indicaciones
recomendadas por la empresa comercializadora que suministro el
depredador (Bioplanet). Se liberaré un total de 2000 adultos/ha, repartidos
en dos sueltas separadas 3 semanas. La primera suelta fue el 13 de abril,
fecha del primer muestreo, a una densidad de 1500 adultos/ha, y la segunda
el 4 de mayo, a una densidad de 500 adultos/ha. La recogida de muestras

se inicio justo antes de la primera liberacion del depredador.

Tabla 15. Materias activas aplicadas en cada una de las parcelas, fechas en las que se
llevaron a cabo y cédigo numérico de cada tratamiento.

Manejo convencional (MC) Manejo con A. nemoralis (MAn)
Tratamientos
Fecha Coadigo Materias activas Fecha Coadigo Materias activas
14-mar 1 Cobre 12-mar 1 Oxicloruro de cobre
Aceite de parafina y Paclobutrazol
Imidacloprid 13-mar Glifosato

03-may 3 Aceite de parafina 07-may 3 Diflubenzurén
Abamectina Difenoconazol
Surfactante

12-jun 5 Captan 09-jun 5 Diflubenzurén
Alfa-cipermetrin Kresoxim-metil
Surfactante

15-jul 7 TMTD 04-ago 7 Metoxifenocida
Cipermetrin Matrinal

08-ago 9 Dispersante de melaza
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2.2. Toma de muestras

Para hacer el seguimiento de las poblaciones de psila y de A.
nemoralis, se hicieron visitas semanales a cada una de las parcelas con el
fin de hacer una valoracion visual del estado del cultivo y de las poblaciones
mencionadas. Asimismo, se tomaron muestras de material vegetal del
cultivo, corimbos o brotes de unos 20 cm (con 10 o 12 hojas), en funcion del
momento del ciclo vegetativo en el que se encontraba el cultivo: en los
primeros muestreos se tomaron corimbos y a partir del 4 de mayo se

recogieron brotes.

Cada muestra estaba formada por 8 unidades muestrales (corimbos o
brotes), cada una de las cuales procedia de un arbol distinto elegido al azar,
es decir, se muestre6 aproximadamente el 20% de los arboles de cada
unidad experimental. Las muestras se tomaron de ambos lados de las filas
del cultivo, tanto del interior como del exterior de la copa del arbol, a una
altura comprendida entre 1,5 y 2 m. Se procuraba tomar brotes con el apice
en crecimiento activo, siempre que fue posible, ya que es en estos brotes

donde suele haber mayor cantidad de ninfas de psila.

Cada muestra se introducia en una bolsa de plastico y se etiquetaba
en funcion de la unidad experimental de procedencia. Las bolsas se
transportaron al laboratorio en una nevera portatil refrigerada y, una vez alli,

se mantuvieron en frigorifico hasta el momento de su procesado.

En cada unidad muestral se llevd a cabo el conteo del numero de
huevos y ninfas de C. pyri y de A. nemoralis, utilizando un microscopio
estereoscopico (Olympus® SZ61). Ademas, se anoté el numero de huevos y
ninfas de Orius sp., de adultos y ninfas de trips (Thysanoptera), y de ninfas

de Campyloma sp.
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2.3. Analisis estadisticos

Las medias del numero de huevos por brote o corimbo obtenidas en
las parcela MC y MAn fueron comparadas para cada fecha de muestreo.
Para ello se utilizo el test t-Student para muestras independientes cuando se
cumplian las hipétesis a priori, tal y como se describe en el capitulo I.
Cuando las hipdtesis no se cumplian, se utilizé el test de Mann-Whitney.
Para comparar las medias del numero de ninfas de psila por brote o corimbo

se utilizé el mismo criterio.
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3. Resultados
3.1. Dinamica poblacional de C. pyri en las parcelas del ensayo

En la Figura 35 se muestra la dinamica poblacional de C. pyri
representada mediante el nUmero medio de huevos por brote o corimbo (en
adelante solo brote para agilizar la lectura del texto) y el nUmero medio de
ninfas por brote, con su error estandar, obtenidos en los muestreos
semanales realizados en la parcela de manejo convencional (MC). Ademas,
se indican los tratamientos fitosanitarios aplicados en la parcela durante el
periodo de muestreo, representados mediante su correspondiente codigo
(Tabla 15). En la grafica se observan tres picos poblacionales. El primero de
ellos el 18 de mayo, con una densidad media de 61,4 + 20,1 huevos/brote y
10,7 £ 3,9 ninfas/brote. El segundo, en el mes de julio, con una densidad
media de 90,1 + 22,5 huevos/brote y 28,2 + 3,4 ninfas/brote. Y por ultimo, el
28 de septiembre, obteniéndose en esta ocasion los valores mas altos, con
97,5 + 2,35 huevos/brote y 70,1 + 5,8 ninfas/brote. En total se aplicaron 9
tratamientos fitosanitarios, de los cuales, 7 contenian insecticidas de alguna
de las 5 materias activas utilizadas: aceite de parafina, imidacloprid,

abamectina, cipermetrin y alfa-cipermetrin.

Esos mismos datos aparecen representados en la Figura 36 para
parcela MAn. En este caso, la dinamica poblacional de los huevos de psila
muestra tres picos: el 11 de mayo, el 8 de junio y el 28 de septiembre, con
unos valores medios de 39,4 + 6,7; 36,3 = 8,4; y 33,9 + 3,5 huevos/brote,
respectivamente. Con respecto a las ninfas, la densidad media se mantuvo
en niveles inferiores a 6,5 + 2,0 ninfas/brote durante la mayor parte del ciclo
de cultivo, y aumentd a partir del mes de agosto, para alcanzar su maxima
densidad el 28 de septiembre, con 29,75 * 5,6 ninfas/brote. En total se
aplicaron 8 tratamientos, de los cuales, 4 contenian insecticidas de alguna
de las 2 materias activas utilizadas en esta parcela: diflubenzuréon y

metoxifenocida.

En la Figura 37 se muestran, conjuntamente, las dinamicas

poblacionales de los huevos de C. pyri de la parcela MC y de la parcela
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MAnN. Se indican las fechas de muestreo en las que se encontraron
diferencias significativas entre las medias de la densidad de huevos por
brote o corimbo de ambas parcelas. Concretamente, fueron las siguientes:
22 de junio, del 6 al 27 de julio, el 17 de agosto, y el 14 y 28 de septiembre
(22/6: W=15,5; P=0,0420; 6/7: t=-3,7942; P=0,0090; 13/7: W=16,0;
P=0,0303; 20/7: W 16,0; P=0,0303; 27/7: W=16,0; P=0,0303; 17/8: t=3,3617;
P=0,0152; 14/9: t=-2,7702; P=0,0324; 28/9: t=-15,0906; P<0,0001).

En la Figura 38 se muestran las densidades poblacionales de las
ninfas de C. pyri de las dos parcelas (MC y MAnN), asi como las fechas en las
que aparecieron diferencias significativas entre las medias del numero de
ninfas encontradas por brote o corimbo en ambas parcelas y que fueron las
siguientes fechas: 25 de mayo, del 6 al 27 de julio, del 17 al 31 de agosto y
el 28 de septiembre (25/5: t=-8,7507; P=0,0001; 6/7: W=16,0; P=0,0303;
13/7: W=16,0; P=0,0303; 20/7: W=16,0; P=0,0303; 27/7: W=16,0; P=0,0303;
17/8: 1=12,2478; P<0,0001; 24/8: t=4,8713; P=0,0028; 31/8: t=10,0044;
P<0,0001; 28/9: W=16,0; P=0,0303).

3.2. Dinamica poblacional de enemigos naturales en la parcela de

manejo con A. nemoralis

En la Figura 39 se muestran las dinamicas poblacionales de C. pyri,
A. nemoralis, Orius sp. y Campyloma sp. en la parcela MAn, representadas
mediante el numero medio de huevos y ninfas por brote o corimbo de cada
especie, excepto para Campyloma sp., en la que solamente se representa el
numero de ninfas debido a la gran dificultad que supone observar sus
huevos bajo el microscopio estereoscdépico.

En relacion con la dinamica poblacional de los huevos de A.
nemoralis, se observan dos picos: el primero el 22 de junio (2,9 + 0,5
huevos/brote) y el segundo el 14 de septiembre (3,0 £ 0,6 huevos/brote). Por
su parte, Orius sp. también presenta dos picos: el 22 de junio (1,5 + 0,3

huevos/brote) y el 3 de agosto (1,6 + 1,2 huevos/brote). El numero medio de
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ninfas por brote o corimbo de los tres depredadores fue muy bajo, siendo
Campyloma sp. la especie mas abundante, sobre todo en las primeras

semanas de muestreo.

Las Figura 40Figura 41Figura 42 se representan las dinamicas
poblacionales de los huevos y ninfas de cada uno de los depredadores,
junto con la dinamica poblacional de C. pyri. Por ultimo, en la Figura 43 se
muestran las dinamicas poblacionales de los huevos y ninfas de Orius sp. y
de los adultos y larvas de trips. En el caso de los trips, se puede observar
que la densidad maxima de adultos se alcanza el 1 de junio (2,1 + 0,4
adultos/brote), mientras que la densidad maxima de ninfas ocurre el 8 de
junio (8,9 + 1,4 ninfas/brote). A partir de esta fecha la densidad de ninfas y
adultos de trips se mantiene en niveles iguales o inferiores a 1

individuo/brote o corimbo.
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Figura 35. Dinamica poblacional de huevos y ninfas de C. pyri en la parcela de manejo convencional (MC). Los numeros indican los tratamientos
fitosanitarios aplicados (ver Tabla 15).
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Figura 36. Dinamica poblacional de los huevos y ninfas de C. pyri en la parcela de manejo con A. nemoralis (MAn). Los nimeros indican los
tratamientos fitosanitarios aplicados (ver Tabla 15).
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Figura 37. Dinamica poblacional de los huevos de C. pyri en la parcela de manejo convencional y en la parcela de manejo con A. nemoralis. Los
asteriscos indican las fechas en las que existieron diferencias significativas entre las medias de las densidades de ambas parcelas (P=0,05; t-
Student para muestras independientes o Mann-Whitney). (22/6: W=15,5; P=0,0420; 6/7: t=-3,7942; P=0,0090; 13/7: W=16,0; P=0,0303; 20/7: W
16,0; P=0,0303; 27/7: W=16,0; P=0,0303; 17/8: t=3,3617; P=0,0152; 14/9: t=-2,7702; P=0,0324; 28/9: t=-15,0906; P<0,0001).
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Figura 38. Dinamica poblacional de las ninfas de C. pyri en la parcela de manejo convencional y en la parcela de manejo con A. nemoralis. Los
asteriscos indican las fechas en las que existen diferencias estadisticamente significativas entre las densidades medias de ambas parcelas.
(P=0,05; t-Student para muestras independientes o Mann-Whitney) (25/5: t=-8,7507; P=0,0001; 6/7: W=16,0; P=0,0303; 13/7: W=16,0; P=0,0303;
20/7: W=16,0; P=0,0303; 27/7: W=16,0; P=0,0303; 17/8: t=12,2478; P<0,0001; 24/8: t=4,8713; P=0,0028; 31/8: t=10,0044; P<0,0001; 28/9:
W=16,0; P=0,0303).
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Figura 39. Dinamica poblacional de C. pyri, A. nemoralis, Orius sp. y Campyloma sp. en la parcela de manejo con A. nemoralis.
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Figura 40. Dinamica poblacional los huevos y ninfas de C. pyri y A. nemoralis en la parcela de manejo con A. nemoralis.
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Figura 41. Dinamica poblacional de los huevos y ninfas de C. pyriy Orius sp.en la parcela de manejo con A. nemoralis.
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Figura 42. Dinamica poblacional de los huevos y ninfas de C. pyri y de las ninfas de Campyloma sp. en la parcela de manejo con A. nemoralis
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Figura 43. Dinamica poblacional de las ninfas y adultos de frips y de los huevos y ninfas Orius sp. en la parcela de manejo con A. nemoralis.
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4. Discusion

Analizando la parcela de manejo convencional (MC), se observa que el
primer tratamiento insecticida se realiza en marzo. Durante los meses de
mayo Yy junio se aplicaron un total de 4 tratamientos insecticidas, utilizando
abamectina, aceite de parafina, cipermetrin, alfa-cipermetrin e imidacloprid.
Esto supone la aplicacion de un tratamiento, entre los meses de mayo vy junio,
cada 15 dias, aproximadamente. Sin embargo, la cantidad de huevos de C.
pyri correspondiente a la parcela de MC alcanz6é un primer pico el 18 de
mayo. Este pico se corresponde con el momento de maxima puesta realizada
por la primera generacion de verano, procedente de los huevos puestos por
las hembras invernantes. El segundo pico poblacional de huevos, alcanzado
el 20 de julio, se corresponde con la puesta realizada por la segunda
generacion de adultos de verano. En el caso de las ninfas, tras el primer pico
poblacional, correspondiente al muestreo del 18 de mayo, se observa una
tendencia descendente de la densidad, que se recupera rapidamente hasta

llegar a un segundo pico el 13 de julio y con valores muy superiores.

El hecho de que tras la realizacién de estos 5 tratamientos insecticidas
se presenten unos picos poblacionales de huevos y ninfas de psila en el mes
de julio, incluso mayores que los del mes de mayo, sugiere la baja efectividad
de estos tratamientos e incluso la posibilidad de que la poblacién haya
generado algun tipo de resistencia frente a estos productos. No hay que
olvidar que ya diversos autores han hecho referencia a las resistencias que ha
generado C. pyri en los ultimos afnos a compuestos como los piretroides en
algunos paises europeos (Civolani, 2012), o C. pyricola en Norteamérica
(Pree et al. 1990), de modo que la efectividad de los tratamientos con estas
materias activas se ve comprometida en algunas ocasiones. Ademas, C. pyri
dispone de una gran capacidad de incremento poblacional para conseguir una
rapida resurgencia tras el tratamiento. Resultados similares se pueden
observar en las dindmicas poblacionales de las ninfas de C. pyri obtenidas por
Souliotis & Moschos (2008) en ensayos realizados en plantaciones
comerciales de peral de Grecia. Tras la aplicaciéon de un tratamiento con

deltametrina o amitraz, consiguieron disminuir inicialmente el nivel poblacional
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de la psila, pero posteriormente se produjo una rapida recuperacion de la

poblacion.

A pesar de todo ello, las observaciones realizadas en campo durante
estos primeros meses mostraron que la melaza generada por el insecto no fue
lo suficientemente importante como para provocar dafos econémicos, lo que
sugiere que se puede soportar un cierto nivel de poblacién de psila en las
primeras fases del ciclo vegetativo del peral sin que ello suponga un dafo

potencial.

Los tratamientos insecticidas realizados en los dos meses siguientes
consiguieron reducir la poblacion de plaga a niveles bastante bajos, aunque
se observo una rapida resurgencia en el mes de septiembre, llegando a
alcanzar los niveles poblacionales mas altos de todo el afio. En esta elevada
densidad poblacional al final del verano juega un papel importante el hecho de
no haber aplicado ningun tratamiento insecticida en postcosecha. Merece la
pena destacar también que no se encontraron antocéridos en ninguno de los
muestreos realizados en la parcela de MC. Tampoco se encontraron miridos
y, solo de forma ocasional, se vieron algunas mariquitas y crisopas en las
observaciones visuales realizadas durante los muestreos. Es decir, la

presencia de enemigos naturales en la parcela de MC fue insignificante.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, aunque similares,
difieren un poco de los obtenidos por Vilajeliu et al. (1998) en un estudio
realizado en 10 explotaciones comerciales de peral en Girona. Estos autores
encontraron dos picos poblacionales en relacién a los adultos capturados
mediante la técnica de golpeo: el primero en junio y el segundo en octubre.
Esta diferencia podria deberse al tipo de muestreo o a que los tratamientos
dirigidos a controlar las poblaciones de invierno que se realizaron al principio
del ciclo del cultivo, podrian haber mantenido las poblaciones de psila en
niveles bajos en el mes de mayo, de modo que se retrasaria la aparicion del
primer pico de verano. De todos modos, la evolucion de la psila hacia niveles
poblacionales altos en los meses de verano y, fundamentalmente al final del

ciclo, estan en concordancia con los obtenidos en este trabajo y sugieren una

119



Capitulo 1l Discusion

baja efectividad de los insecticidas frente a la plaga, asi como una gran

capacidad de recuperacion poblacional.

Sanchez et al. (2010) presentaron resultados similares. En una parcela
manejada de forma convencional, con una media de 7 tratamientos al ano,
estos autores encontraron que el nivel poblacional de psila se mantuvo
relativamente bajo hasta finales de agosto, momento en el que se produjo una
rapida recuperacién de la plaga, alcanzandose valores muy elevados en
octubre. Hay que sefalar que la fecha del ultimo tratamiento se realiz6 hacia
mediados de julio, de manera que se volvié a manifestar, de nuevo, la gran
capacidad de recuperacion de la poblacion una vez que se suprimen las
medidas de control quimico y en un entorno muy pobre en cuanto a presencia

de sus enemigos naturales.

La dinamica poblacional de C. pyri en el caso de la parcela MAn
presentd unas caracteristicas diferentes a las de la parcela MC. En primer
lugar, se observd que los picos poblacionales fueron menores, e inferiores a
40 huevos por brote en todas las semanas de muestreo. A partir del segundo
pico poblacional de huevos, se observd una tendencia descendente mas o
menos continuada y que tuvo su minimo en agosto, momento coincidente con
el minimo sehalado para la parcela de MC y de valor similar (3,5
huevos/brote). Es destacable el hecho de que, cuando en la parcela MC se
alcanza la maxima densidad de huevos (2% generacion de adultos), el 20 de

julio, en la parcela MAn la densidad es 7 veces menor.

La dinamica poblacional del estado ninfal en la parcela de MAn se
mantuvo mas o menos estable durante toda la primavera y gran parte del
verano, con densidades inferiores a 10 ninfas/brote o corimbo en todas las
fechas de muestreo, y por debajo de 5 ninfas/brote en la mayoria de los
muestreos. A partir de agosto se observé una tendencia ascendente, llegando

a alcanzar su maximo al final de septiembre.

Analizando los tratamientos fitosanitarios realizados en esta parcela, se

puede observar que las materias activas insecticidas utilizadas se limitan a

120



Discusion Capitulo Il

dos: diflubenzurén y metoxifenocida. Estas materias activas se aplican para el
control de Cydia pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Tortricidae),
insecto denominado comunmente carpocapsa. También hay que indicar que
el diflubenzurdn presenta actividad sobre la psila del peral y que, como se ha
indicado en el capitulo Il, éstas materias activas podrian considerarse
respetuosas con A. nemoralis. Otra estrategia diferente en relacion a los
productos fitosanitarios empleados en la parcela MAn consiste en la
utilizacion de dispersantes de melaza para minimizar las consecuencias

negativas asociadas a esta sustancia.

El dia 9 de junio se hizo una aplicacion de kresoxim-metil.
Observandose la dinamica poblacional de A. nemoralis, presentada en las
figuras 39 y 40, se aprecia que el primer maximo poblacional de A. nemoralis
se produjo a los 15 dias del tratamiento, lo que sugiere que los efectos en
campo de las estrobilurinas no parecen ser tan drasticos como se observaron
en los ensayos de laboratorio recogidos en el capitulo Il de la presente tesis.
Hay que sefialar la conveniencia de seguir investigando con estos fungicidas
para determinar con mayor seguridad el efecto que pueden llegar a producir
sobre los enemigos naturales en general, y sobre A. nemoralis en particular,

ya que su utilizacién es habitual en el cultivo del peral.

Hay que indicar que las observaciones visuales realizadas en la parcela
MAnN permitieron descubrir una diversa y abundante fauna auxiliar. Aunque no
se llegaron a identificar hasta el nivel de especie, se encontraron enemigos
naturales de los siguientes grupos: miridos, antocéridos, sirfidos,
coccinélidos, crisdépidos, dermapteros, himendpteros, fitoseidos, asi como una
buena cantidad de polinizadores y fit6fagos no considerados plaga en el
cultivo. (Souliotis & Moschos, 2008) indican que, siguiendo una estrategia de
control de C. pyri que utilice insecticidas mas selectivos y respetuosos con los
enemigos naturales, en su caso diflubenzurén + fenoxicarb o diflubenzurén,
se encuentra una cierta poblacion natural de A. nemoralis, asi como de otros
depredadores durante todo el ciclo del cultivo. Sin embargo, estos niveles no
son suficientes para mantener la poblacién de psila bajo niveles tolerables, ya

que en las parcelas que no se realizan tratamientos insecticidas de ningun

121



Capitulo 1l Discusion

tipo, el nivel de psila es demasiado alto. Por otra parte, Sanchez et al. (2010)
estudiaron una parcela en la que no se llevaron a cabo tratamientos quimicos
convencionales y el control de psila se hizo mediante los enemigos naturales
que colonizan el cultivo de forma espontanea. Los depredadores mas
habituales que se encontraron fueron A. nemoralis, Orius sp. y Pilophorus
gallicus (Hemiptera: Miridae), siendo este ultimo el principal agente de control
de psila en este caso, ya que la abundancia de A. nemoralis y Orius sp. fue
baja y sus dinamicas poblacionales erraticas. Cuando se suprimieron todos
los tratamientos insecticidas en afos posteriores, observaron que los niveles
poblacionales de la plaga eran muy bajos durante toda la campaina. En estos
afos, A. nemoralis y Orius sp fueron cada vez menos frecuentes apareciendo
unicamente en los momentos en los que P. gallicus se encontraba ausente.
Resultados parecidos se han encontrado con Pilophorus perplexus Douglas &
Scott 1875, de manera que su presencia se considera negativa por interferir

con la instalacién de A. nemoralis (Staubli et al. 1992).

Las diferencias encontradas entre las dinamicas poblacionales de C.
pyri de cada una de las parcelas (figuras 37 y 38) fueron estadisticamente
significativas en las fechas de muestreo correspondientes a la segunda
generacion de adultos de psila, que tuvo lugar en el mes de julio, y que
presenté valores bastante elevados en la parcela MC. Estas diferencias se
produjeron, tanto entre las medias de las densidades de huevos, como entre
las medias de las densidades de ninfas, siendo siempre muy inferiores en la
parcela MAn. Analizando, de igual modo, la primera generacion de adultos, se
puede decir que, en general, no existieron diferencias significativas entre
parcelas. También se encontraron diferencias significativas en el mes de
agosto, sin embargo en este periodo la densidad de ninfas mas elevada se
encontro en la parcela MAn. A pesar de ello, el nivel de plaga no fue alto y el
uso de dispersantes de melaza evitd la posible aparicion de negrilla,
minimizando el dafo potencial. Es destacable la diferencia en el nivel de
poblacion de psila (tanto de huevos como de ninfas) entre ambas parcelas en
la fecha del ultimo muestreo. Las medias de las densidades de huevos y

ninfas fueron significativamente diferentes entre las parcelas MC y MAn; en
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concreto, fueron mucho mayores en el caso de MC que en el de MAn: 3 veces

para huevos y 2 veces para ninfas.

Con respecto a los tres depredadores encontrados en la parcela MAn,
durante la primavera, fue Campyloma sp. la especie que predomind. Fueron
muy pocos los huevos y ninfas de A. nemoralis que se encontraron en las
primeras 8 semanas de muestreo, pero a partir del mes de junio se observo
una tendencia ascendente en la presencia de huevos, alcanzando un pico el
22 de junio y descendiendo poco a poco hasta finales de agosto, momento en
el cual comenz6é de nuevo a ascender para llegar a un segundo pico. Es
interesante mencionar que, durante todo el muestro, el numero de ninfas de
A. nemoralis fue muy bajo (inferior a 1 ninfa/brote). En este sentido, algunos
autores han obtenido resultados similares, incluso cuando utilizaron el
sistema de golpeo de ramas, del que, a priori, podria esperarse un mayor
numero de capturas (Civolani & Pasqualini, 2003; Shaltiel & Coll, 2004). Orius
sp. fue el depredador mas tardio en aparecer, encontrando los primeros
huevos a mediados de junio y habiendo alcanzado un pico a la semana
siguiente. El segundo pico se alcanzé a finales de julio y desaparecio a finales
de septiembre. Comparando las dinamicas poblacionales de Orius sp. y de los
trips (Figura 43), se observa que el depredador aparecio en el cultivo cuando
la poblacién de tisanopteros fue alta. Algunos autores indican que varias
especies de Orius presentan algun tipo de respuesta olfatoria frente a trips
(Carvalho et al. 2011), por lo que se podria sugerir que la aparicion del
depredador pudo estar relacionada con la presencia de este grupo de
insectos y no de psila, aunque una vez que ha colonizado el cultivo sea capaz

de consumir también a esta plaga debido a su polifagia.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede suponer que el
diflubenzurén es respetuoso con los depredadores citados, ya que las tres
aplicaciones realizadas con esta materia activa, el 7 y 22 de mayo y el 6 de
junio, no impidieron el crecimiento poblacional de los depredadores en una
época posterior. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en
los ensayos de laboratorio realizados con esta materia activa y que se han

presentado en el capitulo Il de la presente tesis.
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Hay que sefialar que, dada la baja densidad a la que se libera A.
nemoralis (2000 adultos por ha), es dificil encontrar adultos, ninfas o huevos
en campo hasta que no se produce un crecimiento considerable de la
poblacién a partir de los individuos liberados. Por otra parte, y dado el alto
potencial de incremento poblacional que presenta este depredador, tal y como
se deriva de los resultados obtenidos en el capitulo Il para la tasa intrinseca
de crecimiento (rm) de los controles negativos, queda la duda de si A.
nemoralis hubiera podido tener un crecimiento poblacional mas rapido en el
caso de no haber utilizado diflubenzurén. Por el mismo motivo, queda la duda
de si A. nemoralis, junto con el resto de enemigos naturales que aparecieron
en el cultivo de forma espontanea, podrian haber mantenido por si mismos la
poblacién de psila en los niveles observados, ya que no es posible cuantificar,
en las circunstancias del ensayo, el efecto del diflubenzurén sobre la

poblacidn de psila.

Dado que los insecticidas utilizados en la parcela MAn estaban
destinados fundamentalmente a controlar las poblaciones de C. pomonella,
podria llevarse a cabo una estrategia de control de la psila del peral
unicamente con A. nemoralis como principal agente de control y prescindir
totalmente de los insecticidas destinados al manejo del tortricido. Para ello, se
podrian utilizar otro tipo de estrategias de control sobre C. pomonella, siendo
la técnica de confusién sexual muy prometedora y adecuada en este contexto,

si se dan las condiciones para poder emplearla.

Por otra parte, C. pyri presenta una serie de caracteristicas que
favorecen el éxito de los programas de CB vy, por tanto, del MIP. Una de ellas
es que los dafos directos son de escasa importancia y que los dafios
indirectos no se producen generalmente en el fruto como resultado de la
alimentacion de las ninfas. Es la melaza que se genera en los brotes, cuando
se produce en altas cantidades como consecuencia de la presencia de una
elevada densidad de poblacién, la que cae sobre los frutos y se convierte en
responsable de la aparicion de la negrilla que los deprecia. Ocasionalmente,
también se puede observar melaza en los frutos que estan en contacto, ya

que en estas zonas es habitual encontrar ninfas en estadios avanzados de
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desarrollo, aunque esto suele suceder cuando la densidad poblacional es alta.
De este modo, se puede tolerar un cierto nivel de poblacion de la plaga sin
llegar a originarse pérdidas econdmicas, sobre todo al inicio de la temporada,
cuando los frutos aun no han aparecido o son pequefios. Una vez que el ciclo
del cultivo estda mas avanzado, es posible soportar un cierto nivel de
poblacion de psila ya que, como se ha comentado anteriormente, se puede
recurrir a tratamientos con dispersantes de melaza para evitar la aparicién de

la negrilla en el fruto sin necesidad de recurrir a un tratamiento insecticida.

Asimismo, el seguimiento de las poblaciones de C. pyri, asi como de
sus enemigos naturales en el cultivo del peral mediante métodos de muestreo
adecuados, es un factor clave para poder valorar la situacién real en campo y
poder llevar a cabo un correcto proceso en la toma de decisiones, tal y como
se indica en los principios generales del MIP. El método de muestreo descrito
y utilizado para hacer el seguimiento de las poblaciones de A. nemoralis a
partir del conteo de huevos, podria constituir una herramienta muy util para
determinar el nivel poblacional del depredador y tomar decisiones relativas a
su manejo en campo. Para ello, se precisa realizar mas investigacion
relacionada con la metodologia propuesta, determinar su idoneidad vy
encontrar las mejoras oportunas para disminuir el tiempo de procesado de las

muestras en laboratorio.

La incorporacion de organismos de control bioldégico en el cultivo del
peral junto con un correcto manejo de los productos fitosanitarios y de la
totalidad de técnicas de cultivo empleadas podrian ser las claves para
mantener las poblaciones de C. pyri en niveles tolerables y de este modo
conseguir la sostenibilidad en este cultivo.

125






Conclusiones






Conclusiones

CONCLUSIONES

1. En las condiciones del ensayo, el estado de huevo es capaz de
completar su desarrollo en un rango de temperaturas
constantes comprendidas entre 12 y 36 °C y los estadios
ninfales pueden hacerlo entre 12 y 35 °C.

2. Los porcentajes de mortalidad observados fueron inferiores al
13% a temperaturas comprendidas entre 12 y 33 °C para el
estado de huevo, e inferiores al 5% para los estadios ninfales
en ese mismo rango de temperaturas constantes. A 37 °C se
obtuvo una mortalidad del 100% para el estado de huevo,
porcentaje que se alcanzo a 36 °C para el primer estadio ninfal.

3. La duracion del desarrollo de O. laevigatus a las temperaturas
constantes ensayadas varid entre 20,31 y 2,31 dias para el
estado de huevo y entre 63,00 y 6,83 dias para el estado
ninfal.

4. La tasa de desarrollo para el estadio ninfal N2 de O. laevigatus
fue superior a la unidad a las temperaturas constantes de 30 y
33 °C, es decir, el tiempo de desarrollo a estas temperaturas
fue inferior a 1 dia.

5. La variaciéon intradiaria de la temperatura no afectd
significativamente a la duracion del desarrollo de los estados
de huevo y ninfa de O. laevigatus respecto al tiempo de
desarrollo a temperatura constante.

6. Los umbrales de desarrollo predichos por los modelos variaron
entre 2,4 °C, segun el modelo de Logan tipo Ill, y 41,5 °C,

segun el modelo de Briere, ambos para el estadio N2.
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7. Los modelos no lineales predijeron adecuadamente el tiempo
de desarrollo de O. laevigatus, siendo la variaciéon respecto a la
duracioén real observada en condiciones de exterior, inferior al
6% en el estado de huevo, segun todos los modelos, e inferior
al 9% para el estado ninfal, con los modelos de Logan tipo Il y
Lactin.

8. Los insecticidas clorpirifos, imidacloprid y spinetoram
resultaron toxicos (categoria 4) sobre adultos de Anthocoris
nemoralis expuestos al residuo fresco sobre sustrato inerte,
mientras que azadiractina, spirotetramat y diflubenzurdn
resultaron ligeramente toxicos (categoria 2), y metoxifenocida
inocuo (categoria 1).

9. Azadiractina y spirotetramat provocaron una reduccion
ligeramente significativa de la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional de A. nemoralis respecto al control.

10. Los fungicidas mancozeb, captan, tebuconazol vy
trifloxistrobin resultaron inocuos (categoria 1) sobre adultos de
A. nemoralis.

11. Trifloxistrobin produjo una drastica reduccién de la tasa
intrinseca de crecimiento de A. nemoralis, presentando
diferencias significativas respecto al resto de compuestos
evaluados, incluidos los insecticidas, exceptuando
spirotetramat.

12. La parcela comercial de peral manejada mediante la
liberacion del depredador A. nemoralis presentd, en general,
una densidad poblacional de Cacopsylla pyri significativamente
inferior a la encontrada en la parcela de manejo convencional,

especialmente en la segunda y tercera generacion de la plaga.
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13. En la parcela de manejo con A. nemoralis se encontré una
comunidad de enemigos naturales y polinizadores diversa vy
abundante, mientras que en la parcela de manejo convencional
su presencia fue practicamente nula.

14. La incorporacion de organismos de control biolégico en el
cultivo del peral, junto con un correcto manejo de los productos
fitosanitarios y de la totalidad de técnicas de cultivo
empleadas, podrian ser las claves para mantener Ilas
poblaciones de C. pyri en niveles tolerables y de este modo

conseguir la sostenibilidad en este cultivo.
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