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RESUM

Es defineixen dues metodologies d’avaluacio de l'efecte de pla-
guicides sobre Macrolopbus caliginosus Wagner seguint les indicacions de
I'OILB/IOBC. L'aplicacié del producte sobre un substrat inert (vidre) o fu-
lla impliquen diferéncies en els resultats. Es discuteixen els seus avantatges
i limitacions.

Mots cLau: Macrolophus caliginosus, plaguicides, selectivitat, me-
todologia, assaig.

ABSTRACT

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

Key worps: Macrolopus caliginosus, pesticides, selectivity, metho-
dology, test.

1. INTRODUCCIO

Els estudis per a definir la perillositat d’'un plaguicida sobre la fau-
na beneéfica soén una eina fonamental per a plantejar les estratégies per a la
seva possible utilitzaci6, o no, en programes de control integrat. L'avalua-
ci6 d'aquesta perillositat és complexa, donat el gran nombre de factors a
considerar (Sunderland, 1992). La fauna benéfica es compon d’organismes
amb caracteristiques biologiques molt diferents (acars, himenopters parasi-
toides, depredadors de diverses families), i els factors d’aplicacio, cultiu i
ambient en poden condicionar sensiblement I'efecte. Un altre aspecte im-
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portant a considerar son els factors subletals (reproducci6, comportament,
etc.) que poden condicionar drasticament la dinamica poblacional del pa-
rasitoide o depredador (Croft, 1990).

Les tecniques que es fan servir per a avaluar la perillositat dels pla-
guicides sobre la fauna benéfica son molt variades. Actualment es disposa
de nombrosa informaci6, pero la definicio i les diferéncies metodologiques
de la seva obtenci6 fan dificil la seva interpretacié i comparacio. La tasca
de caracteritzacio i estandarditzacié de les técniques és un dels objectius
del grup de treball Fauna benéfica i plaguicides: de I'OILB/IOBC -Orga-
nitzaci6 Internacional per al Control Biologic- (Hassan, 1994) Aquest grup,
amb més de vint anys de funcionament, és un forum de debat actiu i re-
feréncia técnica clau a Europa en aquests continguts.

Actualment, la nova legislacié de registre de productes fitosanita-
ris (Directriu 91/414/CEE) implica l'aportacié d'informacié de I'accié dels
productes sobre fauna bénefica. Concretament, per a ingredients actius es
recomana la presentacié de resultats sobre dues espécies estaindard (un acar
depredador -Typhodromus pyri o Amblyseius sp.- i un parasitoide -Aphidius
rbopalosiphi o Trichogramma cacoeciae-) i dues espécies rellevants a I'en-
torn on es planteja I'is 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 definicié de les metodologies d’avaluacio
de l'efecte de plaguicides sobre Macrolopbus caliginosus Wagner seguint les
indicacions de I'OILB/IOBC, aixi com la discussio dels seus avantatges i li-
mitacions.

2. MATERIAL I METODES

M. caliginosus és un heteropter depredador present de manera na-
tural en la conca mediterrania. La seva preséncia és comuna en cultius
d’horticoles ~tomaquet, alberginia, etc.— i s'alimenta de diversos insectes que
actuen com a plaga -mosca blanca, trips, ous i larves joves de lepidopters,
minador de fulla, etc.— (Alomar et al., 1991; Malausa, 1989). La seva activi-
tat és afavorida en cultius a l'aire lliure mitjancant programes de respecte i
potenciacié (Alomar et al., 1991), i actualment s'estan desenvolupant técni-
ques en cultius protegits on s’introduex aquest depredador (Trottin i Millot,
1994). La técnica d'introduccié éssent desenvolupada per companyies de
cria de fauna benefica, que ja n'han comengat la comercialitzacié (Biobest,
Ciba-Bunting, Koppert).
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2.1. Assaig de laboratori: exposicio a residus sobre superficie
inerta (vidre)

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

Desenvolupament temporal de l'assaig
L'assaig es divideix en dues fases: a) periode d'exposicio dels in-

sectes al residu del plaguicida (set dies en cabines), i b) periode d’avalua-
ci6 de possibles efectes sobre la reproduccio i longevitat dels individus su-

Esquema temporal

0 Polvoritzacid, muntatge i instal-lacié de cabines

1 Avaluacit de la mortalitat

3 Avaluacit de la mortalitat, alimentacio

7 Avaluacié de la mortalitat i fi del periode d'exposici6.

Instal-lacio de supervivents en caixes de reproduccié (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
I'emergéncia de les nimfes.

14 Canvi dels insectes a caixes noves. Es reserven les plantes exposades (RE2).
17 Canvi dels insectes a caixes noves. Es reserven les plantes exposades (RE3).
21 Canvi dels insectes a caixes noves si en la primera exposici6 I'estat de

desenvolupament dels insectes fa previsible una manca de reproduccio. Es
reserven les plantes exposades (RE4).

24 Es reserven les plantes exposades (RE5). Fi de I'avaluacio d'adults

Els comptatges de nimfes que emergeixen en les plantes exposades es realitza 17-20 dies
després de I'inici d'exposicio; per aixd un assaig amb RE5 es perllonga fins a 41 dies
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pervivents. L'observacié d'efectes subletals en aquesta segona fase és fo-
namental per a una avaluaci6 acurada de lefecte del producte (Has-
san,1994). '

2.1.2. Periode d’exposicio

Cada tractament consta de quatre cabines d’exposici6. Sha desen-
volupat una cabina d’exposici6 inspirada en les proposades per Van de Vei-
re (1992). La cabina (fig. 1) esta constituida per un anell (7,5 cm , 2 cm
d'algada) amb sis forats (1 cm ). D’aquests, quatre son de ventilacié (co-
berts amb una malla d'acer inoxidable -llum, 0,34 mm-), un té un tap de
cautxil on es connectara el sistema de ventilaci6 i en el darrer s'instal-la un
diposit amb aigua (tub de vidre de 2,5 cc taponat amb cot6 hidrofil i fixat
a l'estructura amb bandes de cautxt). Dos vidres, que es fixaran amb go-
mes elastiques, tanquen l'anell.

FIGURA 1. Cabina d'exposicio a residus sobre superficie inerta (vidre)

1: Anell; 2: Vidre; 3: Malla metal-lica amb orificis d'aireaci6; 4: Tap de cautx( (connexid al sistema de ventilacié); 5: Diposil
d'aigua; 6: Anells de cautxd; 7: Gomes elastiques; B: Cotd hidrofil.

L'aplicaci6 del producte s’ha de realitzar amb un equip de polvo-
ritzacié de laboratori (del tipus torre de Potter) que asseguri que la soluci6é
s’apliqui (els valors normals varien entre el 1,5 i 2 mg fluid/cm? ) sobre ob-
jectiu d'una manera precisa i repetible. Les estructures a polvoritzar son els
dos vidres de la cabina. Les dosis de producte experimental acostumen a
ser les maximes recomanades, perd aquest valor es pot modificar en fun-
ci6 del tipus d'aplicaci6 en el cultiu -volum de brou, repeticions al llarg de
la campanya- (SETAC, 1995).
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Després de la polvoritzacié 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'Ephestia kuebniella com a aliment.
Els insectes utilitzats en els assaigs procedeixen d'un sistema de cria que
assegura una edat i unes condicions homogénies. L'estructura es tanca amb
els vidres, prenent cura que les superficies tractades quedin orientades cap
I'interior de la cabina, i es fixa amb gomes elastiques. A cada assaig exis-
tird un tractament testimoni sense tractar, on la polvoritzaci6 es realitzara
amb aigua.

Les cabines d'exposici6 s'instal'len en una cambra climatica (24
+1 °C, fotoperiode 16 h D / 8 h N). Aquestes es connecten a un sistema
de ventilacio (fig. 2) que assegura un flux d'aire humidificat que permet
renovar el volum d’aire de I'interior de les cabines (75-100 cc aire/min).
Aquest flux evita la formacié d’atmosferes toxiques,, i és un dels requisits
d'estandarditzaci6 metodologica proposada per I'OILB/IOBC (Hassan,
1994).

FIGURA . Cabina d’'exposicio a residus sobre fulla
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1: Anell; 2: Vidre; 3: Malla metal-lica amb orificis d'aireacio; 4: Tap de cautxd (connexid al sistema de ventilacio); 5: Diposit
d'aigua; 6: Anells de cautx0; 7; Fulla tractada; 8: Cotd hidrofug.

El dia segtient a I'establiment de l'experiéncia es realitza la prime-
ra avaluaci6. Es registra el nombre d'individus vius, morts i desapareguts.
La segiient avaluaci6 es realitza al cap de tres dies i s'introdueixen 0,05 g
d'ous d’'Epbestia kuebniella per cabina. L'altima avaluacio es realitza al cap
de set dies.



2.1.3. Periode de reproduccio

Els supervivents de la fase d'exposicio es transfereixen a les cap-
ses de reproducci6 (fig. 3). Aquestes contenen 1-2 plantules de tomaquet
(dues fulles veritables) en un alvéol de safata de planter i 0,05 g d’'ous de
Ephestia enganxats en una cartolina. Per a cada tractament, es creen com
a maxim dues capses amb dotze individus cada una. Per a facilitar el ma-
neig dels insectes adults, la transferéncia d'aquests es realitza en una cam-
bra freda (10-12 °C) on s6n incapagos de fugir volant. Cada capsa s’identi-
fica amb la referéncia del grup de reproduccié (RE), tractament, repeticio i
s'anota el nombre, estat de desenvolupament i sexe dels insectes. Les cap-
ses s'instal-len en una cambra climatica amb temperatura de 24 +1 °C, fo-
toperiode 16 h D / 8 h N i il-luminaci6 de 2.500-3.000 lux.

FIGURA . Capsa de reproduccio

1: Base; 2: Cilindre d'acetat; 3: Plantula de tomaquet; 4: Tap amb malla d'aireacié

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 I'emergéncia de les
nimfes. Aquesta operaci6 es repeteix fins a obtenir 4-5 grups de repro-
ducci6é (RE). En cada operaci6 es realitza un reg de manteniment dels di-
versos grups. Després de 14 dies des de I'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. Avaluacio de l'assaig

El periode d'exposicid dona valors de mortalitat. La mortalitat del
tractament €s corregida per l'observada en el testimoni (Abbott, 1925):

%MAi = (%Mi — %Mc/100 — %Mc) 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'1 i 3 dies donen una informaci6
sobre la rapidesa de l'efecte letal. Els valors de mortalitat el dia 7 sén els
que s'utilitzen per a la valoracié global del producte. Es defineixen com a
criteris de qualitat de '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, I'as-
saig és rebutjat. Les dades de mortalitat corregida poden ser analitzades
mitjancant meétodes estadistics.

Les dades del periode de reproducci6 sén valors de nimfes obser-
vades en les diferents capses de reproducci6. Els valors es processen i s'ob-
té el nombre de nimfes/femella i dia en cada grup d’exposici6 i tractament.
El resultat final és un valor del potencial reproductiu de cada tractament
(Ri, expressat nimfes/femella i dia) en aquest periode. D'una manera rela-
tiva respecte al control sense tractar, es defineix l'efecte sobre reproduccio
(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 combinaci6 de la morta-
litat observada en la fase d'exposici6 (MAIi) i I'efecte sobre la reproduccio
dels supervivents (ERi). Per a calcular-lo, s’ha utilitzat la segiient formula
(Bakker et al., 1992):

Ei = 100 % — (100 % — MAi) x ERi.
La qualificaci6 toxicologica del producte segons 'OBC (Hassan,

1994) dependra de la posicio de I'efecte global obtingut en els segiients in-
tervals:
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Efecte global Valor IOBC

< 30 % 1 Inofensiu

30-79 % 2 Lleugerament toxic
80-99 % 3 Moderadament toxic
> 99 % 4 Toxic

2.2. Extensi6 d’assaig de laboratori: exposicio a residus sobre
fulla de tomaquera

M. caliginosus és un insecte intimament associat a les plantes on
s'alimenta i on realitza la seva posta. A més de l'activitat depredadora, aquest
insecte t€ un cert comportament fitofagic. Es possible veure com pica la
planta, sembla que per succionar-ne liquids. No s’han observat danys en el
cultiu a causa d’aquest comportament, al contrari del que s’ha definit en al-
tres mirids presents en els cultius horticoles (Gabarra et al., 1988; Malausa,
1989). El cultiu de tomiquet és on M. caliginosus s'esta utilitzant de mane-
ra més esperancadora.

Aquests aspectes fan interessant definir I'efecte de I'exposicio del
depredador en fulles de tomaquera tractades amb el plaguicida.

La metodologia que es planteja té molts punts de semblanca amb
la definida anteriorment. L'assaig té dues fases: exposici6 i reproducci6. El
desenvolupament temporal és idéntic.

L'aplicaci6 del plaguicida es realitza sobre plantes de tomaquera
d'1,5-2 mesos d’edat mitjancant 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 s6n basicament les
presentades en I'apartat 2.1.2, amb les segiients modificacions:

— A l'anell, el forat de I'abeurador s’amplia a 1,3 ¢m i s’instal-la un
tub de 6 ml de capacitat.

— En aquest tub es col-loca un foliol de la planta tractada. El peci-
ol d'aquest s'introdueix en el tub ple d'aigua i es fixa amb cot6
hidrofob.

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

En aquestes cabines, els vidres només tanquen 'anell, perd 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 son introduits en caixes de reproduccio. Es realitzen canvis a noves
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FIGURA v.  Esquema del sistema de ventilacio

JI

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

caixes (periodes de 3-4 dies) fins a obtenir 4-5 grups de reproducci6, com
es defineix en I apartat 2.1.3. L'analisi de les dades segueix I'esquema pre-
sentat a l'assaig de laboratori en superficie inerta.

3. RESULTATS I DISCUSSIO

Els metodes han estat utilitzats en nombrosos assaigs amb una va-
loraci6 global satisfactoria. Els criteris de qualitat fixats com a nivells ma-
xims de mortalitat i desaparicié d'individus no han estat assolits en cap cas.
Els valors de mortalitat observats en els testimonis oscil-len entre un 0 % i
un 10 %, mentre que la desaparicié d'insectes ha estat un fet excepcional.

Les cabines d’exposicié son estructures senzilles -en comparacié
amb altres tipus, com, per ex., el disseny ceél-lula taiit (coffin cell de Bak-
ker et al., 1992)-, amb elements ficilment disponibles i reutilitzables. Des-
prés de 'execucié d'un assaig, és recomanable la neteja del material con-
taminat amb una soluci6 tebia de sabé alcali (p. ex., Mucocit).

El metode d’aplicaci6 sobre vidres és el que es planteja com a re-
feréncia a partir de la filosofia d'estandarditzacié. En ell és possible asse-
gurar exactament les dosis de producte a les quals l'insecte és exposat i el
substrat €s igual en qualsevol lloc. Al contrari, a I'assaig amb planta s’in-
trodueixen diversos factors de variacio: la polvoritzacié no és tan controla-
da, les varietats de tomaquet i I'edat de les fulles poden afectar la retenci6
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del brou plaguicida, la mida dels foliols que s’'introdueixen en les caixes no
és igual, etc. Aixd comporta una major dispersi6 de les dades. Els resultats
obtinguts ens confirmen les diferéncies en la utilitzaci6 d'un o d'un altre
metode (taula 1). Aquest fet es justifica en les caracteristiques propies dels
métodes d’avaluacié, del producte i de l'insecte. El métode de residus en
vidre és un sistema que pot avaluar l'accié de productes que actuen per
contacte i per inhalaci6 (SETAC, 1995). En cas de productes d'ingestio, la
seva accio sera dificilment detectable i, a més a més, M. caliginosus té un
sistema picador-xuclador i realitza processos de neteja d'antenes i potes amb
peces de I'aparell bucal, com succeeix en altres insectes amb sistemes ros-
segadors. La polvoritzacié en planta i la posterior exposicié de linsecte a
fulles tractades pot oferir un nou marc, més real, a la relacié plaguicida-de-
predador. M. caliginosus 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 t€ una
capacitat de penetraci6 en el vegetal (productes translaminars, sistemics).
Aquest tipus de procés alimentari no implica ingestié 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 reproduccié quan I'in-
secte és exposat al producte en fulla. En el cas dels dos piretroides, s'observa
una disminuci6é de la toxicitat en el cas del Fenvalerat a I'assaig en fulla.

Els fungicides s’han assajat sobre vidre. Els resultats de mortalitat
corregida son for¢a baixos, amb un méxim del 20 % per a la Diclofluani-
da. Perd també és interessant observar efectes sobre la reproducci6. En pro-
ductes com coure i benomil, la reducci6 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 repulsié de I'insecte sobre les zones trac-
tades. Aquestes dades sén importants per a la interpretacié 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 Gs experimental amb caracteristi-
ques d’edat homogénies. 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 supervivéncia és sempre més lent que un
producte neurotoxic, i pot diferir forga en funcié 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 reproducci6, ja que s’han detectat ca-
sos on és drasticament reduida (Ripolles, 1992).

Lestudi dels efectes sobre la reproducci6 és la fase més llarga i la-
boriosa de l'assaig, perd en certs casos ens ofereix una informaci6 fona-

48 QUADERNS AGRARIS 18 s



“0IX0] ‘p {01X0] JUBLIBPRIBPOW E 131x0) Juaielabng)|

'z ‘misuajoul '| "9go| suobas eBojoaixo] 0RIYIEND 80| ‘% [8q0|6 919843 13 io190nposdal Bj 81q0s 8108)3 W3 ‘%, epIDaLI0 JENIRUOW (YN (|BI2I8LI0D BIINP0I (0d (NIoE ualpaibu) iy

= == == = £l 18- 1-E'0 Gl-L'8 8|qe||NLL 810S
— - — e z pS-62 §'0-9'0 g'e-l 06 Ojiwouag llwouag
— = = " -k 95-8L | 0'}-S5'0 | 02-8} uasedng epiuen;joig
== e = — 4 /5-8¢ | 96'0-250 -0 Heidng (Jo1x0) aino9
$30I919NNA
4 9¢-6¢ L'0-90 Gl-1 | 2202 1-8'0 G-l pnejddy uioajoidng
Al 0v-G2 1-6'0 0b-2L e 001-56 £0-0 26-08 anILNg Jess|eAuaS
b 00k — 96 4 00} — 00} 0} oejseq uLgaLLIsdoRyy
14 004 ~ 001 4 00} — 00k $702 10pyuo) plidojoepiw|
¥ 004 - 001 b 00} — 00t 8 UBQsSINg sQyuidi019
S3AI91LI3SNI
240! 3 Vi 2801 E] H3 Vi 9d Vi
v1ind JHAIA

VIS 24QOS 1 (24pP11) 142UY IDUISNS UM D4QOS SIPIYID SaPIOINE]d SOSud1p 2P YIITOJOIIXO] OLIVNIDAY

"1 VIQV],

49

QUADERNS AGRARIS 18 %



mental de la perillositat del producte plaguicida. L'avaluacié es realitza a
partir del nombre de nimfes emergides sobre un substrat (plantula de to-
maquera). Aquest procediment inclou efectes sobre la posta, la fertilitat dels
ous i la mortalitat en I'eclosio i primeres fases de vida. Els resultats son afec-
tats pels segtients factors: el tipus i les caracteristiques del substrat de pos-
ta (Malausa, 1989; Fauvel et al.,, 1987), la quantitat i qualitat de I'aliment i
la densitat d’insectes per caixa i relacio 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'esta treballant en la definicié d’'una meto-
dologia més senzilla basada en recomptes d’ous mitjancant la transparentacio
prévia del teixit vegetal.

Es pot concloure d'aquest treball la importancia del coneixement
de l'insecte i el plaguicida per a realitzar una bona definici6 de la metodo-
logia a utilitzar i una acurada interpretacié de les dades. Per un altre cos-
tat, es constata que els assaigs en laboratori per a avaluar 'efecte de pla-
guicides estan sotmesos a molts factors de variaci6, pero la majoria son
susceptibles de definicio, per la qual cosa és fonamental treballar amb pro-
cediments de bones practiques de laboratori (BPL) per a oferir uns resul-
tats contrastables.
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