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RESUM

Es defineixen dues metodologies d'avaluació de l'efecte de pla-
guicides sobre Macrolophus caliginosos Wagner seguint les indicacions de
l'OILB/IOBC. L'aplicació del producte sobre un substrat inert (vidre) o fu-
lla impliquen diferencies en els resultats. Es discuteixen els seus avantatges
i limitacions.
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ABSTRACT

Two methodologies of pesticide effect on Macrolophus caligino-
sos Wagner following OILB/IOBC rules are defined. Spraying on inert subs-
trat (glass) or leaf lead to different results. Advantages and limitations are
cliscussed.

KEY WORDS: Macrolopus caliginosos, pesticides, selectivity, metho-
dology, test.

1. INTRODUCCIÓ

Els estudis per a definir la perillositat d'un plaguicida sobre la fau-
na benèfica són una eina fonamental per a plantejar les estratègies per a la
seva possible utilització, o no, en programes de control integrat. L'avalua-
ció d'aquesta perillositat és complexa, donat el gran nombre de factors a
considerar (Sunderland, 1992). La fauna benèfica es compon d'organismes
amb característiques biològiques molt diferents (àcars, himenópters parasi-
toides, depredadors de diverses famílies), i els factors d'aplicació, cultiu i
ambient en poden condicionar sensiblement l'efecte. Un altre aspecte im-
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portant a considerar són els factors subletals (reproducció, comportament,
etc.) que poden condicionar dràsticament la dinämica poblacional del pa-
rasitoide o depredador (Croft, 1990).

Les tècniques que es fan servir per a avaluar la perillositat dels pla-
guicides sobre la fauna benèfica són molt variades. Actualment es disposa
de nombrosa informació, però la definició i les diferències metodològiques
de la seva obtenció fan dificil la seva interpretació i comparació. La tasca
de caracterització i estandardització de les tècniques és un dels objectius
del grup de treball Fauna benèfica i plaguicides» de l'OILB/IOBC -Orga-
nització Internacional per al Control Biològic- (Hassan, 1994) Aquest grup,
amb més de vint anys de funcionament, és un fòrum de debat actiu i re-
ferència tècnica clau a Europa en aquests continguts.

Actualment, la nova legislació de registre de productes fitosanita-
ris (Directriu 91/414/CEE) implica l'aportació d'informació de l'acció dels
productes sobre fauna bènefica. Concretament, per a ingredients actius es
recomana la presentació de resultats sobre dues espècies estàndard (un àcar
depredador - Typhodromus pyri o Amblyseius sp.- i un parasitoide -Aphidius
rhopalosiphi o Trichogramma cacoeciae-) i dues espècies rellevants a l'en-
torn on es planteja l'ús del producte (Soc. of Environm. Toxicol. and Chem.
SETAC 1995). Aquest fet implica un increment dels assajos amb objectius
netament de registre.

Aquest treball planteja la definició de les metodologies d'avaluació
de l'efecte de plaguicides sobre Macrolophus caliginosus Wagner seguint les
indicacions de l'OILB/I0BC, així com la discussió dels seus avantatges i li-
mitacions.

2. MATERIAL I MÈTODES

M. caliginosus és un heterópter depredador present de manera na-
tural en la conca mediterrània. La seva presència és comuna en cultius
d'hortícoles —tomàquet, albergínia, etc.— i s'alimenta de diversos insectes que
actuen com a plaga —mosca blanca, trips, ous i larves joves de lepidòpters,
minador de fulla, etc.— (Alomar et al., 1991; Malausa, 1989). La seva activi-
tat és afavorida en cultius a l'aire lliure mitjançant programes de respecte i
potenciació (Alomar et al., 1991), i actualment s'estan desenvolupant tècni-
ques en cultius protegits on s'introduex aquest depredador (Trottin i Millot,
1994). La tècnica d'introducció éssent desenvolupada per companyies de
cria de fauna benèfica, que ja n'han començat la comercialització (Biobest,
Ciba-Bunting, Koppert).
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2.1. Assaig de laboratori: exposició a residus sobre superficie
inerta (vidre)

El principal objectiu del test de laboratori és identificar productes
sense risc per a la fauna benéfica. En aquests assaigs, l'organisme estä ex-
posat a concentracions del producte difícilment accessibles en condicions
de camp, per la qual cosa, si no manifesta efectes negatius, difícilment en
altres condicions es produiran. Es recomana exposar fases juvenils de l'or-
ganisme en cabines on el plaguicida ha estat aplicat a dosis màximes sobre
un substrat inert -vidre, sorra de quars- (SETAC, 1995).

Desenvolupament temporal de l'assaig

L'assaig es divideix en dues fases: a) període d'exposició dels in-
sectes al residu del plaguicida (set dies en cabines), i b) període d'avalua-
ció de possibles efectes sobre la reproducció i longevitat dels individus su-

Esquema temporal

	

Dia
	

Activitat

	

o
	

Polvorització, muntatge i installació de cabines

	

1
	

Avaluad() de la mortalitat

	

3
	

Avaluad() de la mortalitat, alimentad()

7
	

Avaluació de la mortalitat ¡fidel  període d'exposició.
Installació de supervivents en caixes de reproducció (RE)

10 Canvi dels insectes a caixes noves. Les plantes que han estat exposades als
insectes en el primer grup de caixes (RE1) es mantenen mentre s'espera
l'emergència de les nimfes.

Canvi dels insectes a caixes noves. Es reserven les plantes exposades (RE2).

Canvi dels insectes a caixes noves. Es reserven les plantes exposades (RE3).

Canvi dels insectes a caixes noves si en la primera exposició l'estat de
desenvolupament dels insectes fa previsible una manca de reproducció. Es
reserven les plantes exposades (RE4).

Es reserven les plantes exposades (RE5). Fi de l'avaluació d'adults

Els comptatges de nimfes que emergeixen en les plantes exposades es realitza 17-20 dies
després de l'inici d'exposició; per això un assaig amb RE5 es perllonga fins a 41 dies
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pervivents. L'observació d'efectes subletals en aquesta segona fase és fo-
namental per a una avaluació acurada de l'efecte del producte (1-las-
san, 1994).

2.1.2. Període d'exposició

Cada tractament consta de quatre cabines d'exposició. S'ha desen-
volupat una cabina d'exposició inspirada en les proposades per Van de Vei-
re (1992). La cabina (fig. 1) està constituida per un anell (7,5 cm , 2 cm
d'alçada) amb sis forats (1 cm ). D'aquests, quatre són de ventilació (co-
berts amb una malla d'acer inoxidable -llum, 0,34 mm-), un té un tap de
cautxú on es connectarà el sistema de ventilació i en el darrer s'installa un
dipòsit amb aigua (tub de vidre de 2,5 cc taponat amb cotó hidròfil i fixat
a l'estructura amb bandes de cautxú). Dos vidres, que es fixaran amb go-
mes elàstiques, tanquen l'anell.

FIGURA I. Cabina d'exposició a residus sobre superficie inerta (vidre)

1: Anell; 2: Vidre; 3: Malla metal•ica amb orificis d'aireació; 4: Tap de cautxú (connexió al sistema de ventilació); 5: Dipósil
d'aigua; 6: Anells de cautxú; 7: Gomes elästigues; 8: Cotó

L'aplicació del producte s'ha de realitzar amb un equip de polvo-
rització de laboratori (del tipus torre de Potter) que asseguri que la solució
s'apliqui (els valors normals varien entre el 1,5 i 2 mg fluid/cm2 ) sobre ob-
jectiu d'una manera precisa i repetible. Les estructures a polvoritzar són els
dos vidres de la cabina. Les dosis de producte experimental acostumen a
ser les mäximes recomanades, però aquest valor es pot modificar en fun-
ció del tipus d'aplicació en el cultiu -volum de brou, repeticions al llarg de
la campanya- (SETAC, 1995).
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Després de la polvorització dels vidres i un cop sec el liquid es
procedeix al muntatge de les cabines. En aquestes s'introdueixen 7-10 nim-
fes N3 de M. caliginosus i 0,05 g d'ous d'Epbestia kuebniella com a aliment.
Els insectes utilitzats en els assaigs procedeixen d'un sistema de cria que
assegura una edat i unes condicions homogènies. L'estructura es tanca amb
els vidres, prenent cura que les superficies tractades quedin orientades cap
l'interior de la cabina, i es fixa amb gomes elästiques. A cada assaig exis-
tirà un tractament testimoni sense tractar, on la polvorització es realitzarà
amb aigua.

Les cabines d'exposició s'installen en una cambra climàtica (24
±1 °C, fotoperiode 16 h D / 8 h N). Aquestes es connecten a un sistema
de ventilad() (fig. 2) que assegura un flux d'aire humidificat que permet
renovar el volum d'aire de l'interior de les cabines (75-100 cc aire/min).
Aquest flux evita la formad() d'atmosferes tòxiques„ i és un dels requisits
d'estandardització metodològica proposada per POILB/I0BC (Hassan,
1994).

FIGURA II. Cabina d'exposició a residus sobre fulla

1: Anell; 2: Vidre; 3: Mata metal . lica amb orificis d'aireació; 4: Tap de cautxú (connexió al sistema de ventilació); 5: Dipòsit
d'aigua; 6: Anells de cautxú; 7: Fulla tractada; 8: Cotó hidrófug.

El dia següent a l'establiment de l'experiència es realitza la prime-
ra avaluació. Es registra el nombre d'individus vius, morts i desapareguts.
La següent avaluad() es realitza al cap de tres dies i s'introdueixen 0,05 g
d'ous d'Epbestia kuebniella per cabina. L'última avaluad() es realitza al cap
de set dies.
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2.1.3. Període de reproducció

Els supervivents de la fase d'exposició es transfereixen a les cap-
ses de reproducció (fig. 3). Aquestes contenen 1-2 pläntules de tomäquet
(dues fulles veritables) en un alvèol de safata de planter i 0,05 g d'ous de
Ephestia enganxats en una cartolina. Per a cada tractament, es creen com
a màxim dues capses amb dotze individus cada una. Per a facilitar el ma-
neig dels insectes adults, la transferència d'aquests es realitza en una cam-
bra freda (10-12 °C) on són incapaços de fugir volant. Cada capsa s'identi-
fica amb la referència del grup de reproducció (RE), tractament, repetició i
s'anota el nombre, estat de desenvolupament i sexe dels insectes. Les cap-
ses s'installen en una cambra climàtica amb temperatura de 24 ±1 °C, fo-
toperiode 16 hD/8hNi illuminació de 2.500-3.000 lux.

FIGURA In. Capsa de reproducció

2

7.5 an

1: Base; 2: Cilindre d'acetat 3: Plintula de tomàquet; 4: Tap amb malla d'airead()

Als cap de 3-4 dies es canvien els insectes a noves capses amb
altres plantes i aliment, es registra el nombre d'insectes, el seu estat de
desenvolupament i el sexe. Les capses on s'han extret els insectes i on,
previsiblement, els adults hauran dipositat la seva posta inserint-la en el
teixit vegetal de la tomaquera, es reguen i s'espera l'emergència de les
nimfes. Aquesta operació es repeteix fins a obtenir 4-5 grups de repro-
ducció (RE). En cada operació es realitza un reg de manteniment dels di-
versos grups. Després de 14 dies des de l'inici d'un grup s'afegeix aliment
(ous d'Ephestia) i al cap de 17-21 dies es realitza el comptatge de nimfes
presents.
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2.1.4. Avaluació de l'assaig

El període d'exposició dóna valors de mortalitat. La mortalitat del
tractament és corregida per l'observada en el testimoni (Abbott, 1925):

%MAi = (%Mi — %Mc/100 — %Me) x 100,

on	 %MAi : % mortalitat corregida del tractament i
%Mi : % mortalitat del tractament i
%Mc : % mortalitat del tractament de control (aigua).

Els valors de mortalitat al cap d'l i 3 dies donen una informació
sobre la rapidesa de l'efecte letal. Els valors de mortalitat el dia 7 són els
que s'utilitzen per a la valoració global del producte. Es defineixen com a
criteris de qualitat de l'assaig que el dia 7 la mortalitat de tractament con-
trol sigui inferior al 20 %, i que el nivell de desapareguts en qualsevol trac-
tament no superi el 20 %. Si algun d'aquests requisits no es compleix, l'as-
saig és rebutjat. Les dades de mortalitat corregida poden ser analitzades
mitjançant mètodes estadístics.

Les dades del període de reproducció són valors de nimfes obser-
vades en les diferents capses de reproducció. Els valors es processen i s'ob-
té el nombre de nimfes/femella i dia en cada grup d'exposició i tractament.
El resultat final és un valor del potencial reproductiu de cada tractament
(Ri, expressat nimfes/femella i dia) en aquest període. D'una manera rela-
tiva respecte al control sense tractar, es defineix l'efecte sobre reproducció
(ERi) d'un cert producte (i).

ERi = Ri/Rc,

on	 Ri : potencial reproductiu del tractament i
Rc : potencial reproductiu del tractament de control (ai-

gua).

L'efecte global d'un producte (Ei) és una combinad() de la morta-
litat observada en la fase d'exposició (MAi) i l'efecte sobre la reproducció
dels supervivents (ERi). Per a calcular-lo, s'ha utilitzat la següent fórmula
(Bakker et al., 1992):

Ei= 100 % — (100 % — MAi) x ERi.

La qualificació toxicològica del producte segons l'IOBC (Hassan,
1994) dependrà de la posició de l'efecte global obtingut en els següents in-
tervals:
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Efecte global	 Valor IOBC

< 30 %	 1	 Inofensiu
30-79 %	 2	 Lleugerament tòxic
80-99 %	 3	 Moderadament tòxic
> 99 %	 4	 Tòxic

2.2. Extensió d'assaig de laboratori: exposició a residus sobre
fulla de tomaquera

M. caliginosas és un insecte íntimament associat a les plantes on
s'alimenta i on realitza la seva posta. A més de l'activitat depredadora, aquest
insecte té un cert comportament fitoagic. És possible veure com pica la

planta, sembla que per succionar-ne líquids. No s'han observat danys en el

cultiu a causa d'aquest comportament, al contrari del que s'ha definit en al-

tres mírids presents en els cultius hortícoles (Gabarra et al., 1988; Malausa,
1989). El cultiu de tomàquet és on M. caliginosus s'està utilitzant de mane-

ra més esperançadora.

Aquests aspectes fan interessant definir l'efecte de l'exposició del

depredador en fulles de tomaquera tractades amb el plaguicida.

La metodologia que es planteja té molts punts de semblança amb
la definida anteriorment. L'assaig té dues fases: exposició i reproducció. El

desenvolupament temporal és idèntic.

L'aplicació del plaguicida es realitza sobre plantes de tomaquera
d'1,5-2 mesos d'edat mitjançant polvoritzador manual. La planta tractada es

deixa assecant-se durant dues hores. Un cop passat aquest temps, es pot
realitzar el muntatge de les cabines (fig. 4). Aquestes són bäsicament les

presentades en l'apartat 2.1.2, amb les següents modificacions:

—A l'anell, el forat de l'abeurador s'amplia a 1,3 cm i s'instal:la un

tub de 6 ml de capacitat.
—En aquest tub es col loca un folio' de la planta tractada. El pecí-

ol d'aquest s'introdueix en el tub ple d'aigua i es fixa amb cotó
hidròfob.

—Els ous d'Epbestia es reparteixen per sobre el foliol.

En aquestes cabines, els vidres només tanquen l'anell, per.) no con-

tenen residus del plaguicida, el qual es troba en el vegetal.

Els seguiments de les cabines és el descrit en 2.1.2. Els supervi-
vents són introduïts en caixes de reproducció. Es realitzen canvis a noves
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FIGURA m Esquema del sistema de ventilació

1: Bomba d'aire; 2: Humidificador; 3: Tub de distribució; 4: Connectors; 5: Cabina d'exposició.

caixes (períodes de 3-4 dies) fins a obtenir 4-5 grups de reproducció, com
es defineix en l' apartat 2.1.3. L'anàlisi de les dades segueix l'esquema pre-
sentat a l'assaig de laboratori en superficie inerta.

3. RESULTATS I DISCUSSIÓ

Els mètodes han estat utilitzats en nombrosos assaigs amb una va-
loració global satisfactòria. Els criteris de qualitat fixats com a nivells mà-
xims de mortalitat i desaparició d'individus no han estat assolits en cap cas.
Els valors de mortalitat observats en els testimonis oscillen entre un O % i
un 10 %, mentre que la desaparició d'insectes ha estat un fet excepcional.

Les cabines d'exposició són estructures senzilles -en comparació
amb altres tipus, com, per ex., el disseny cél . lula taüt (coffin cell de Bak-
ker et al., 1992)-, amb elements fàcilment disponibles i reutilitzables. Des-
prés de l'execució d'un assaig, és recomanable la neteja del material con-
taminat amb una solució tèbia de sabó alcalí (p. ex., Mucocit).

El mètode d'aplicació sobre vidres és el que es planteja com a re-
ferència a partir de la filosofia d'estandardització. En ell és possible asse-
gurar exactament les dosis de producte a les quals l'insecte és exposat i el
substrat és igual en qualsevol lloc. Al contrari, a l'assaig amb planta s'in-
trodueixen diversos factors de variació: la polvorització no és tan controla-
da, les varietats de tomàquet i l'edat de les fulles poden afectar la retenció
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del brou plaguicida, la mida dels foliols que s'introdueixen en les caixes no
és igual, etc. Això comporta una major dispersió de les dades. Els resultats
obtinguts ens confirmen les diferències en la utilització d'un o d'un altre
mètode (taula 1). Aquest fet es justifica en les característiques pròpies dels
mètodes d'avaluació, del producte i de l'insecte. El mètode de residus en
vidre és un sistema que pot avaluar l'acció de productes que actuen per
contacte i per inhalació (SETAC, 1995). En cas de productes d'ingestió, la
seva acció será difícilment detectable i, a més a més, M. caliginosos té un
sistema picador-xuclador i realitza processos de neteja d'antenes i potes amb
peces de l'aparell bucal, com succeeix en altres insectes amb sistemes ros-
segadors. La polvorització en planta i la posterior exposició de l'insecte a
fulles tractades pot oferir un nou marc, més real, a la relació plaguicida-de-
predador. M. caliginosos es passeja pel vegetal tractat i es poden detectar
efectes per contacte, a més pot picar la planta per beure. Aquesta activitat
pot fer que l'insecte adquireixi el plaguicida oralment si el producte té una
capacitat de penetrad() en el vegetal (productes translaminars, sistèmics).
Aquest tipus de procés alimentari no implica ingestió de productes que que-
den en superficie (p. ex., piretroides). El cas del Buprofezin és un exem-
ple interessant, on només s'observa un efecte sobre la reproducció quan l'in-
secte és exposat al producte en fulla. En el cas dels dos piretroides, s'observa
una disminució de la toxicitat en el cas del Fenvalerat a l'assaig en fulla.

Els fungicides s'han assajat sobre vidre. Els resultats de mortalitat
corregida són força baixos, amb un máxim del 20 % per a la Diclofluani-
da. Però també és interessant observar efectes sobre la reproducció. En pro-
ductes com coure i benomil, la reducció és propera al 50 %. En el cas de
Diclofluanida i sofre, els resultats han estat ambigus. En aquest darrer pro-
ducte s'observa un cert efecte de repulsió de l'insecte sobre les zones trac-
tades. Aquestes dades són importants per a la interpretació dels resultats
d'assaigs de camp.

La qualitat dels insectes utilitzats en el procés experimental és fo-
namental en el resultat final, per la qual cosa és necessari un sistema de
cria eficient que asseguri individus per a ús experimental amb característi-
ques d'edat homogènies. Aquest aspecte pot ser molt important en certs ti-
pus de productes, com per exemple certs reguladors de creixement. Aquest
grup d'insecticides ha de ser analitzat amb molta cura atesa la seva mane-
ra d'actuar'. El seu efecte sobre la supervivència és sempre més lent que un
producte neurotóxic, i pot diferir forca en funció de si l'insecte es troba en
una fase nimfal juvenil, madura o en estat adult. Un altre aspecte a analit-
zar acuradament és l'efecte sobre la reproducció, ja que s'han detectat ca-
sos on és drästicament recluida (Ripollès, 1992).

L'estudi dels efectes sobre la reproducció és la fase més llarga i la-
boriosa de l'assaig, però en certs casos ens ofereix una informació fona-
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mental de la perillositat del producte plaguicida. L'avaluació es realitza a
partir del nombre de nimfes emergides sobre un substrat (pläntula de to-
maquera). Aquest procediment inclou efectes sobre la posta, la fertilitat dels
ous i la mortalitat en l'eclosió i primeres fases de vida. Els resultats són afec-
tats pels següents factors: el tipus i les característiques del substrat de pos-
ta (Malausa, 1989; Fauvel et al., 1987), la quantitat i qualitat de l'aliment i
la densitat d'insectes per caixa i relació de sexes. Aquest darrer aspecte és
important quan el nombre de supervivents es baix. Els valors obtinguts ma-
nifesten una certa variabilitat lligada fonamentalment als aspectes comen-
tats anteriorment. Actualment s'està treballant en la definició d'una meto-
dologia més senzilla basada en recomptes d'ous mitjançant la transparentació
prèvia del teixit vegetal.

Es pot concloure d'aquest treball la importància del coneixement
de l'insecte i el plaguicida per a realitzar una bona definició de la metodo-
logia a utilitzar i una acurada interpretació de les dades. Per un altre cos-
tat, es constata que els assaigs en laboratori per a avaluar l'efecte de pla-
guicides estan sotmesos a molts factors de variació, per?) la majoria són
susceptibles de definició, per la qual cosa és fonamental treballar amb pro-
cediments de bones pràctiques de laboratori (BPL) per a oferir uns resul-
tats contrastables.
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