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RESUM

L’objectiu d’aquest estudi vas ser determinar els factors relacionats amb
I'entorn del cultiu de tomaquet d’hivernacle primerenc que podien permetre
afavorir la colonitzacio del cultiu pels depredadors polifags i aixi millorar el
control biologic per conservacié (CBC). Aixo es va fer descrivint, de dotze
hivernacles localitzats al Maresme, la vegetacié circumdant pel que fa a la
diversitat i 'abundancia d’especies vegetals. Es van determinar les plantes
hoste de mirids depredadors, es van separar les dues especies criptiques del
genere de depredador majoritari, Macrolophus spp., i es va relacionar i de-
terminar 'abundancia de mirids a 'exterior dels hivernacles amb la colonit-
zacio del cultiu. Es van trobar un total de catorze espeécies vegetals hoste de
mirids depredadors de vuit families de plantes diferents, la majoria repro-
ductores. Els mirids més abundants van ser els Macrolophus spp., trobats en
dotze especies diferents de plantes, seguits pels Dicyphus tamaninii. Es va
confirmar que I'especie que es trobava a la vegetacio estudiada era Macro-
lophus pygmaeus, que és la que colonitza els cultius de tomaquet. L’hoste en
el qual es va trobar més abundancia de M. pygmaeus va ser la planta orna-
mental Calendula officinalis, encara que també s’hi podien trobar Nesidioco-
ris tenuis, que podrien arribar a generar un problema de competencia i danys
al cultiu. Els resultats de I'estudi suggereixen que un entorn heterogeni i amb
abundants plantes hoste de depredadors genera una abundancia més gran
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de mirids depredadors que poden colonitzar els cultius de tomaquet d’hi-
vernacle a I'area mediterrania.

Parautes crav: Macrolophus pygmaeus, control biologic per conservacio,
hivernacle, tomaquet, Calendula officinalis.

INFLUENCIA DEL ENTORNO DE LOS INVERNADEROS
DE TOMATE PRIMERIZO EN LA COLONIZACION
DEL CULTIVO POR MIRIDOS DEPREDADORES

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar los factores relacionados con
el entorno del cultivo de tomate de invernadero primerizo que podian per-
mitir favorecer la colonizacion del cultivo por los depredadores polifagos y
asi mejorar el control biol6gico por conservacion (CBO). Eso se hizo descri-
biendo, de doce invernaderos localizados en el Maresme, la vegetacion cir-
cundante por lo que se refiere a la diversidad y abundancia de especies ve-
getales. Se determinaron las plantas huésped de miridos depredadores, se
separaron las dos especies cripticas del género de depredador mayoritario,
Macrolophus spp., v se relacioné y determind la abundancia de miridos en el
exterior de los invernaderos con la colonizacion del cultivo. Se encontraron
un total de catorce especies vegetales huéspedes de miridos depredadores
de ocho familias de plantas distintas, la mayoria reproductoras. Los miridos
mas abundantes fueron los Macrolophus spp., encontrados en doce especies
distintas de plantas, seguidos de los Dicyphus tamaninii. Se confirmé que la
especie que encontrabamos en la vegetacion estudiada era Macrolophus
pygmaeus, que es la que coloniza los cultivos de tomate. El huésped donde
se encontré mas abundancia de M. pygmaeus fue la planta ornamental Ca-
lendula officinalis, aunque también se encontraban Nesidiocoris tenuis, que
podian llegar a generar un problema de competencia y dafos en el cultivo.
Los resultados de este estudio sugieren que un entorno heterogéneo y con
abundantes plantas huésped de depredadores genera una mayor abundan-
cia de miridos depredadores que pueden colonizar los cultivos de tomate
de invernadero en el drea mediterranea.

ParaBras crave: Macrolophus pygmaeus, control biolégico por conservacion,
invernadero, tomate, Calendula officinalis.
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INFLUENCE OF SURROUNDINGS OF EARLY-TOMATO
GREENHOUSES ON CROP COLONIZATION
BY PREDATORY MIRID BUGS

ABSTRACT

Biological control of crop pests is considered a promising conservation
strategy in horticultural crops. In the Mediterranean region, crop coloniza-
tion by native predatory mirid bugs is frequent but highly varied between crop
production sites, which helps to increase the populations of pests’ natural
enemies. This study seeks to determine the factors related to landscape het-
erogeneity around primary tomato crops which could favour colonization by
polyphagous predators and improve conservation biological control (CBC).
We describe the diversity and abundance of plant species of the vegetation
surrounding 12 greenhouses located in the Maresme region. The vegetable
host species of the predatory mirid bugs were determined and the two cryptic
species of the main predator Macrolophus spp. were separated. Additionally,
the abundance of mirid bugs surrounding greenhouses was determined and
linked to crop colonization. Up to 14 plant-species hosts of predatory mirid
bugs of 8 different plant families, most of them breeders, were found. The most
abundant mirid bugs were Macrolophus spp, found on 12 different plant spe-
cies, followed by Dicyphus tamaninii. It was confirmed that the mirid species
found on the vegetation under study was Macrolophus pygmaeus, which is the
one that colonizes tomato crops. The greatest abundance of M. pygmaeus was
found on the ornamental plant Calendula officinalis but Nesidiocoris tenuis,
which could generate a competition problem or crop damage, was also found.
The results suggest that a heterogeneous landscape rich in host plants for pred-
atory mirid bugs generates a greater abundance of such insects that can colo-
nize the greenhouse tomato crops in the Mediterranean region.

Keyworps: Macrolophus pygmaeus, conservation biological control,
greenhouse, tomato, Calendula officinalis.

1. INTRODUCCIO

El tomaquet (Lycopersicon esculentum Miller) és un producte horticola
amb una elevada importancia economica mundial i la Unié Europea n’és
un dels principals productors. A Espanya també hi té un paper molt impor-
tant, es troba entre els deu primers productes agricoles tant en quantitat
produida com en valor de la produccié (FAOSTAT, 2012).! A Catalunya,

1. Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAOSTAT), http.//faostat3. fao.org/
home/S.
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ocupa el primer lloc d’horticoles en tres de les quatre provincies (Idescat,
2016).2

La producci6 del tomaquet per a consum en fresc és molt intensiva, es
dona tant en hivernacle com a l'aire lliure. A les zones més calides, com la con-
ca mediterrania, predominen els hivernacles amb estructures menys hermeti-
ques, cobertes de plastic i sense calefaccio, fet que possibilita un important in-
tercanvi de plagues, i també d’enemics naturals, entre cultius, cosa que els fa
més similars als cultius a l'aire lliure (Avilla et al., 2004; Albajes i Alomar, 1999).

La incidencia de les diferents plagues varia molt segons el tipus d’hiver-
nacle, el cicle de cultiu i les especies vegetals amb les quals coexisteix. Ac-
tualment, les principals plagues son: I'arna del tomaquet (Tuta absoluta,
Lepidoptera: Gelechiidae), les mosques blanques (Bemisia tabaci, Trialeu-
rodes vaporariorum, entre d’altres), els minadors de la fulla, altres lepidop-
ters, els pugons, l'acar del bronzejat i I'aranya roja (Gabarra et al., 2008; Ur-
baneja et al., 2010).

En els climes més calids es duen a terme inoculacions augmentatives de
les especies autoctones d’enemics naturals més abundants en el medi (Ga-
barra i Besri, 1999; Avilla et al., 2004; Blom et al., 2008) amb l'objectiu de
controlar les mosques blanques. L'activitat dels parasitoides evita 'emergen-
cia dels adults de mosca blanca i, un cop installats en el cultiu, els depreda-
dors poden controlar colonitzacions subsegiients (Gabarra et al., 2000).

El tomaquet sembla ser el principal hoste de 7. absoluta. Tant Macro-
lophus pygmaeus com Nesidiocoris tenuis (Heteroptera: Miridae) ataquen ac-
tivament els ous de T. absoluta i els estadis larvaris, encara que prefereixen
les larves en el primer estadi (Urbaneja et al., 2010; Arnd et al., 2009). Molla
et al. (2009) van demostrar que quan M. pygmaeus i N. tenuis s'establien al
cultiu eren capacos de reduir la infestaci6 a les fulles entre un 75% i un 97%
o la infestacio als fruits entre el 56% i el 100%. Arné et al. (2009) van determi-
nar que quan hi havia una mitjana de 4,5 mirids en planta, es mantenia el ni-
vell de dany al fruit per sota del 4%, i van qualificar les dues espeécies de mi-
rids com a enemics naturals efectius d’aquesta plaga. La conservacié dels
mirids depredadors polifags ha demostrat ser una estrategia eficient pel que fa
a la regulacio natural de la mosca blanca, els pugons i les plagues de lepidop-
ters (Albajes i Alomar, 1999; Gabarra i Besri, 1999; Lykouressis et al., 2000).

1.1. Els depredadors

El depredador M. pygmaeus ha mostrat un alt potencial per al control biolo-
gic en cultius de solanacies i és ampliament utilitzat a escala comercial en alli-
beraments inoculatius i/o conservants de les poblacions naturals en el control

2. Institut d’Estadistica de Catalunya (Ipescar), http./www.idescat.cat/puby/?id=aec&En=4406.
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de les mosques blanques i altres plagues com 7. absoluta en aquests cultius
(Perdikis i Lykouressis, 1996; Gabarra i Besri, 1999; Hommes i Ter Horst, 2002;
Lenteren, 2003; Castané et al., 2004). Aquesta especie és autoctona de la regio
mediterrania. Es polifaga i s’alimenta de diverses plagues de cos tou, com la
mosca blanca, els pugons, els trips, els minadors de fulla, els acars, i els ous i
les larves de lepidopters. M. pygmaeus es considera el principal depredador de
la mosca blanca dels hivernacles d’aquests cultius (Albajes i Alomar, 1999); pot
romandre molt més temps a la planta que altres depredadors, fins i tot quan
només hi queda un nombre baix de mosques blanques, i aix0 podria tenir un
impacte positiu sobre I'eficacia del control biologic (Montserrat et al., 2004).

Estudis recents utilitzant la hibridaci6 i I’'analisi molecular ’ADN han
demostrat la coexistencia de dues especies diferents de Macrolophus en els
habitats de cultius horticoles: M. melanotoma i M. pygmaeus. La primera
trobada majoritariament en Dittrichia viscosa i la segona en Solanum ni-
grum i plantes de tomaquet (Perdikis et al., 2003; Sinchez et al., 2006; Cas-
tané et al., 2013). Un estudi comparatiu a partir de diferents experiments a
escala ha demostrat que només M. pygmaeus pot colonitzar el tomaquet
(Perdikis et al., 2008).

Amb tot, cada cop amb més freqliencia es troben també poblacions de
N. tenuis en cultius de tomaquet (Arno et al., 2006). N. tenuis és un depreda-
dor zoofitofag també nadiu de la regié mediterrania i present en arees on es
cultiven tomaquets i altres vegetals (Carnero et al., 2000; Sinchez et al.,
2003). Colonitza espontaniament cultius de tomaquet, tant en hivernacles
com a l'aire lliure. Perd no és clar si realment és beneficios per al cultiu o el
pot malmetre (Castanié et al., 2000).

Dicypbus tamaninii Wagner (Heteroptera: Miridae) és un altre mirid de-
predador que s’alimenta de mosques blanques, trips, pugons, aranya roja,
minadors i ous de lepidopters (Albajes er al., 1996; Saleh i Sengonca, 2001,
Sengonca i Saleh, 2002). Es troba espontaniament sobre diversos cultius i
males herbes de l'area mediterrania (Alomar et al., 1994). Altres especies,
com Dicyphus errans Wolff (Hemiptera: Miridae), també son agents de con-
trol potencials de T. absoluta (Ingegno et al., 2013).

Entre els depredadors polifags ttils també hi ha els antocorids del genere
Orius spp., que s'utilitzen en pebrot i altres cultius d’horta per al control de
trips, perd que s’alimenten també de mosques blanques (Arné et al., 2008).

1.2. La introduccio dels depredadors
Majoritariament, la introduccié de M. pygmaeus en els cultius es fa per
alliberaments periodics. Una millora d’aquest metode consisteix a addicio-

nar aliments adequats (en general, ous de lepidopter) sobre les plantes de
cultiu en parallel a I'alliberament dels depredadors. L’alliberament també

QUADERNS AGRARIS 44 (juny 2018), p. 7-29 11




M. Figueras-Paret

dona bons resultats amb N. tenuis (Calvo et al., 2012a i 2012b). Alliberat
abans de plantar, és capac de controlar B. tabaci i T. absoluta, tant si es pre-
senten individualment com a la vegada (Calvo et al., 2012b).

1.3. Les plantes hoste

Enric Vila, a la seva tesi doctoral (2004), descriu una serie d’especies ve-
getals en que s’ha trobat Macrolophus spp. tant en estat adult com de nimfa,
cosa que indica que son especies reproductores; son les segtients: Pariela-
ria judaica L., Malva sylvestris L., Geranium spp. L., Convolvulus spp. L.,
Galium aparine L., Calendula arvensis L., Dittrichia viscosa L. Greuter i d’al-
tres. Anteriorment, Alomar (1994) havia descrit també la preséncia de Ma-
crolophus spp. en Urtica spp. i Borago officinalis. Segons Lambion (2012),
Calendula officinalis (Asteraceae) €és hoste de M. pygmaeus i de Dicyphus
spp., Dittrichia viscosa (Asteraceae) ho és de M. melanotoma i Geranium
robertianum (Geraniaceae) de Dicyphus spp.

La taxa de colonitzacio dels depredadors polifags D. tamaninii i M. pyg-
maeus augmenta en camps on hi ha presents refugis d’hivern. Els principals
reservoris naturals de M. pygmaeus en cultius de solanacies son les plantes
no cultivades de Solanum nigrum L. (Solanaceae). Alomar et al. (2002) i Cas-
taié et al. (2004) confirmen que hi ha més colonitzacié dels cultius de toma-
quet per M. pygmaeus en camps envoltats d’entorns complexos. No obstant
aixo, els elements clau de la vegetacio natural que dona suport a la dispersio
de Macrolophus als cultius de tomaquet segueixen sense ser clars (Alomar i
Albajes, 2003), cosa que podria estar relacionada amb la discriminaci6 entre
M. pygmaeus i M. melanotoma (Goula i Alomar, 1994). Altres estudis afirmen
que incrementar la complexitat de I'entorn generalment comporta un aug-
ment de I'abundancia i/o la diversitat d’enemics naturals (Bianchi et al., 20006;
Drapela et al., 2008; Schmidt et al., 2008; Werling i Gratton, 2008; Gardiner
et al., 2009a i 2009b). Aquest increment de 'abundancia i la diversitat d’ene-
mics naturals pot ser positiu per al control de plagues en incrementar la taxa
de parasitisme o depredacio (Bianchi et al., 2006 i 2008; Thies et al., 2008;
Boccaccio i Petacchi, 2009; Gardiner et al., 2009a).

La colonitzacié natural dels cultius de solanacies en hivernacles pels di-
ferents mirids i altres depredadors i la seva persisteéncia i abundancia en
marges de camp han estimulat aquest estudi, dirigit a valorar el potencial de
la vegetacio nativa i de les plantes no cultivades com a mitja per a introduir
els depredadors en aquests cultius o donar suport a la conservacio de les
poblacions que hi ha al voltant. Aquest estudi forma part d’'un projecte més
ampli en el qual s’estan analitzant altres factors que puguin influenciar en
l'aproximacié de mirids a I'hivernacle i altres factors que puguin ajudar a la
colonitzaci6 dels cultius.
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2. OBJECTIUS

L’objectiu general d’aquest treball és identificar els factors relacionats
amb l'entorn del cultiu de tomaquet d’hivernacle primerenc que permeten
afavorir la colonitzacio del cultiu pels depredadors polifags i millorar el con-
trol biologic per conservacio. Els objectius concrets son:

1. Descriure la vegetacio circumdant a hivernacles pel que fa a diversitat
i abundancia d’especies vegetals.

2. Localitzar les plantes hoste de mirids depredadors i determinar-ne la
importancia en la conservacio.

3. Establir la relacié entre 'abundancia de mirids a ’entorn dels hiverna-
cles i la colonitzacioé del cultiu.

3. MATERIAL I METODES
3.1. Area d’estudi i tria dels hivernacles

El projecte es va fer al Maresme, una comarca de clima mediterrani de tipus
litoral central amb una precipitacié anual mitjana que oscilla entre 550 mm
i 800 mm (METEOCAT, 2014).

Es van escollir dotze hivernacles situats al llarg del litoral en els quals es
cultivava tomaquet primerenc. Aquests hivernacles sén propietat de page-
sos que pertanyen a ’Agrupacié de Defensa Vegetal (ADV) del Baix Mares-
me. Els hivernacles (H) es van classificar i numerar segons 'abundancia de
Macrolophus spp. a l'exterior, de H1 a H12.

3.2. Caracteritzacio dels hivernacles

Es van tenir en compte diferents caracteristiques dels hivernacles: I'es-
tructura —de fusta o de metall—, el tipus de cultiu —tomaquet sol o amb
altres hortalisses—, varietats de tomaquet, area de I'hivernacle, altura sobre
el nivell del mar i perimetre potencial mostrejable.

3.3. Presa de mostres i identificacié de mirids, Orius i plagues

Per a la presa de mostres i la identificacié dels mirids en cada hivernacle,
es van utilitzar dos metodes:

a) A linterior de I'hivernacle es van agafar mostres procedents de les
especies vegetals d’'interes presents, el procés es repetia en cas que I'especie
fos abundant en el cultiu. La mostra s’agafava de la manera segtient: a cada
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punt on es trobava una planta possiblement hoste es picava tres vegades
sobre la massa de vegetacio, i la fauna present queia dins d’'una safata blan-
ca collocada a sota. Amb I'ajuda d’un aspirador entomologic es recollien
tots els mirids i Orius, tant adults com nimfes, i es posaven en pots tancats,
identificats amb el nom del pages, la data i el punt de la presa de la mostra.
Aquest procés es duia a terme tres vegades en cada punt. A més, es prenia
nota en una graella de I'especie vegetal que es picava i la composicié vege-
tal del metre quadrat, aixi com observacions extres.

A T'exterior de I'hivernacle es marcava un perimetre de 10 m d’ample al
voltant de I'hivernacle, a cada 10 m lineals s’establia un punt de presa de
mostres d’1 m? i s’escollia la zona on hi hagués més especies vegetals inte-
ressants. El procés de recollida era el mateix que a l'interior.

Al laboratori se separaven els Orius spp. i els mirids, adults i nimfes. Els
adults del genere Orius es guardaven en alcohol de 70° per a identificar-los
posteriorment i les nimfes es posaven a evolucionar amb ous d’Ephestia
kuehniella Zell (Lepidoptera: Pyralidae) com a presa i un tros de mongeta
en una cambra a 22 °C.

Els mirids adults se separaven visualment segons si eren Macrolophuis
spp., N. tenuis, D. tamaninii o bé D. errans. Per a identificar les dues especies
de Macrolophus, en el cas de tenir mascles i femelles, es posaven, perque
saparellessin, en pots amb ous d’E. kuebniella i un tros de fulla de tabac a
la cambra a 22 °C. Al cap d’'una setmana, les femelles se separaven, per a fer la
posta, en pots amb E. kuehniella, un tros de mongeta (on es veuen els ous
més clarament) i un tub d’Eppendorf amb aigua tapat amb coté per a mantenir
la humitat, i es posaven a la cambra a 22 °C. Els mascles es guardaven en alco-
hol de 70°. Al cap d’'una altra setmana, s’'observaven les mongetes a la lupa per
a veure si les femelles havien post ous i distingir I'especie segons la morfologia
de l'opercle. Segons Castané et al. (2013), els ous de M. melanotoma mostren
una sola banya unilobulada i curta i els de M. pygmaeus una banya més gran i
ramificada. En cas que no es distingis bé o no es trobessin ous, es dissecciona-
va la femella. Se n’obria 'abdomen per a treure’n els ous i poder veure’n
I'opercle. Si no tenia ous o estaven poc madurs, es guardava el cap en alcohol
de 70°. En el cas de tenir només mascle o només femella de Macrolophus es
guardaven en alcohol de 70°.

Les nimfes de mirids es posaven a evolucionar en pots amb ous
d’E. kuebniella i fulla de tabac fins que arribaven a adults i aleshores se se-
guia el mateix procediment explicat anteriorment.

Totes les mostres conservades en alcohol es van posar en tubs d’Eppen-
dorf i es van congelar per a fer-los una identificacié molecular per reaccio
en cadena de la polimerasa (PCR) posterior.

Les mostres es van prendre cada quinze dies, tres vegades en total.

També es van prendre mostres extres per a recollir la maxima quantitat
de mostres possibles per a confirmar especies vegetals amb un interes po-
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tencial. El procediment seguit, tant en la recollida com en el tractament de la
mostra, és 'explicat anteriorment.

b) A més, es van collocar nou trampes grogues enganxoses repartides
homogeniament dins 'hivernacle per a capturar tant mirids com plagues del
cultiu. Es clavaven a una estaca a l'al¢aria que hi havia el cultiu en cada mo-
ment. Aquestes trampes es canviaven cada quinze dies i s’analitzaven tots
els individus capturats per a classificar-los.

3.4. Descripci6 de la vegetaci6 circumdant

La descripcio de la vegetacio circumdant als hivernacles es va fer agafant
mostres, als diferents punts de presa de mostres, de les diferents especies,
i més tard es van identificar al laboratori amb I’ajuda de guies, claus dico-
tomiques i suports virtuals com la Flora Catalana’ en linia. Es van calcular
I'abundancia i la diversitat d’especies presents en els punts de presa de mos-
tres a 'exterior de cada hivernacle.

3.5. Determinacié molecular de les especies de Macrolophus spp.

Per a identificar P'especie de Macrolophus, es van analitzar per PCR els
adults guardats en alcohol. Tan sols dos parells d’encebadors especifics per
als marcadors genetics de M. pygmaeus i M. melanotoma sén capacos de
distingir les dues especies, amplificant fragments de 114 i 154 parells de ba-
ses (bp), respectivament (figura 1). Les sequiencies dels encebadors especi-
fics son:

— MplF: 5-GTAACATAGATAAAATCCCATTTC-3'
— Mp4R.2: 5'-CCTAATAATTGTGGTTCTCACAA-3'
— MmlF: 5-CTTCTTGATGCCTTTTATTGTGGC-3’
— Mm3R: 5-TTATCATACCTATGTAGTCCTTGATT-3'

Aquests encebadors estan extrets de Castané et al. (2013), excepte
Mp4R.2, que ha estat aportat per N. Agusti (comunicacié personal), ja que el
que hi ha descrit a l'article no és aplicable a M. pygmaeus.

Es van analitzar per PCR quinze Macrolophus procedents de C. offici-
nalis, quinze de Lavandula spp., deu de Salvia officinalis, deu de Parie-
taria officinalis, deu de C. arvensis, deu d’Erodium spp., deu de Dimor-
photeca ecklonis, nou de B. officinalis, un de Solanum tuberosum i tres
de Dittrichia viscosa (aquests Gltims utilitzats com a control positiu de

3. bttpy/www floracatalana.net.
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Ficura 1. Productes de PCR obtinguts a partir dels encebadors especifics de
M. pygmaeus (Mp1F-Mp4R de 114 bp als pouets 9-15) i M. melanotoma
(Mm1F-Mm3R de 154 bp, als pouets 2-8). Els pouets 2-3 i 9-10 contenen
M. pygmaeus; els 4-5 i 11-12, M. melanotoma, i els 6-7 i 13-14, M. costalis,
una especie inclosa com a grup extern (outgroup). Els pouets 8 i 15 son el
control negatiu. L'1 és el marcador molecular 100 bp

m p

p m (o3 N

p m ¢ :
9 10 11 12 13 14 15

1234567

o—2Z

154 bp

114 bp

1 4 5 9 10
m p

Font:  Elaboraci6 propia.

M. melanotoma, recollits en un camp experimental de I'Institut de Recerca
i Tecnologia Agroalimentaries, IRTA). Cada mostra es va etiquetar seguint
I’enumeraci6 interna del centre i cada PCR realitzada es va anomenar, de
MF1 a MF11.

Les amplificacions a la PCR es van fer amb un volum de 25 mm?3 que
contenia 1 mm3 d’ADN resuspes amb 0,12 mm3 d’ADN polimerasa Taq (In-
vitrogen), 1 mm?3 (0,2 mM) de dNTPs (Promega), 0,5 mm? (0,2 pM) de cada
encebador i 1 mm3 de MgCl, amb una solucié tampé 10x manufacturada. La
resta era aigua esteril ultrapura (ddH,O). Les mostres es van amplificar fent
servir un primer cicle de desnaturalitzacié a 94 °C durant 2', seguit de trenta-
cinc cicles a 94 °C durant 20", 62 °C durant 30" i 72 °C durant 40", amb una
extensio final a 72 °C durant 5'.

L’ADN es va extreure en tots els casos d’insectes individuals fent servir
I'equip SpeedTools Tissue DNA Extraction Kit (Biotools). Tot 'ADN es va
eluir en 100 cm? de solucio tampé AE manufacturada i guardada a —20 °C.
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Es van afegir controls negatius a cada conjunt d’extraccions d’ADN. Les
mostres es van amplificar al termociclador 2720 (Applied Biosystems, Ther-
moFisher). ADN objectiu i 'aigua sempre s’incloien com a controls positiu
i negatiu, respectivament. Tots els productes de la PCR es van separar per
electroforesi en gels de 3,5% d’agarosa, tenyits amb bromur d’etidi i visualit-
zats sota llum UV.

La preparacio del gel de la PCR, depenent de si era simple o doble, es feia
amb 75 cm3 0 150 cm? de Tris/Borat/EDTA (TBE) 1x, 1,8 g 0 3,6 g d’agarosa i
11 mm3 o 22 mm3 de bromur d’etidi. Es barrejava el TBE 1x i 'agarosa i s’es-
calfava 2’ al microones; un cop homogeneitzat i deixat refredar uns minuts,
s’hi afegia el bromur, es collocava al panell i es deixava assecar uns 30". Una
vegada preparat el gel, es posava a la cubeta i s’hi afegia TBE 1x fins que que-
dés coberta i, aleshores, es procedia a omplir els pouets. El primer i I'dltim
amb 1,5 mm3 de marcador 100x i la resta amb una barreja d’1 mm? de colorant
de carrega i 6 mm?3 de I’ADN previament preparat. Es deixava correr la PCR
durant uns 45’ i després es mirava el gel a través de rajos UV i es feia una foto.

En els casos en que la PCR no donava cap banda es va tornar a repetir
el procés. Si, tot i aixi, no donava cap resultat, s’analitzava per Nanodrop
(1 mm?3 de mostra) per a veure la quantitat i qualitat de ’ADN.

3.6. Analisi de les dades

Per a 'analisi de les dades es van fer servir Microsoft Excel 2011, versio
14.1.0, i John’s Macintosh Project (JMP), versio 8.0.1. Per a procedir a 'anali-
si estadistica de totes les dades es va partir d’'una taula de dades generals
amb totes les dades resumides. Les dades que no seguien una distribuci6
normal es van transformar amb una funci6 logaritmica (log (72, + 1).

Es van provar diverses hipotesis comparant els diferents grups de dades
entre ells: 'abundancia de mirids a I'exterior, la preséncia o I'abséncia de
C. officinalis a I'exterior, el nombre de punts mostrejats en cada hivernacle,
I'abundancia de mirids a l'interior, la presencia o I'abséncia de C. officinalis
a l'interior, les captures de mirids o de Macrolophus a les trampes del cultiu,
etc., i es van fer diferents analisis de la variancia (ANOVA) d’una via.

4. RESULTATS
4.1. Vegetaci6 a I’entorn dels hivernacles
Els ambients observats a I’entorn dels hivernacles van ser ben diferents

pel que fa a la diversitat d’especies vegetals, d’'una sola especie a divuit, i
I'abundancia d’individus de cada espéecie. La distribucio de les especies va
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ser heterogenia. Al H2, per exemple, hi havia a tot un lateral de I'hivernacle
exclusivament C. officinalis plantada; per tant, la majoria d’individus mos-
trejats correspongueren a aquesta especie vegetal. Cal destacar que la des-
viaci6 estandard de cada hivernacle va ser elevada, fet que indica molta di-
feréncia entre el primer i el segon mostreig. Aixo és degut al maneig que fan
els pagesos al voltant de I'hivernacle, aplicant tractaments herbicides o reti-
rant les plantes dels marges, per exemple.

4.2. Plantes hoste a I’entorn dels hivernacles

La taula 1 indica les principals espéecies vegetals hoste de mirids identifi-
cades en els diferents entorns. En els hivernacles H10 i H11 no es va trobar
cap planta hoste de mirids. L’hivernacle amb més diversitat d’especies hoste
va ser el H3, on se’n van trobar deu de les catorze identificades. L'especie
hoste present a més hivernacles va ser Sonchus spp.

Tauvra 1. Especie i familia de les plantes hoste de mirids depredadors pre-
sents a 'entorn dels bivernacles

Especie hoste Familia | H3 |H1 | H8 | H7 | H4 | H2 | H5 | H6 | H9 | H12 | H10 | H11
Borago officinalis Boraginaceae| x | x x

Calendula arvensis Asteraceae x x

Calendula officinalis | Asteraceae x x

Dimorphoteca ecklonis | Asteraceae x

Diplotaxis erucoides  |Brassicaceae x | x| x

Dittrichia viscosa Asteraceae x

Erodium spp. Geraniaceae | x | x | x | x

Gallium spp. Rubiaceae x x

Lavandula spp. Lamiaceae x

Malva neglecta Malvaceae x | x| x x

Leucanthemumspp. | Asteraceae x

Parigtaria officinalis Urticaceae x | x [ x| x| x x | x| x
Salvia officinalis Lamiaceae x

Sonchus spp. Asteraceae x | x| x x | x| x| x| x x

Font:  Elaboraci6 propia a partir de les dades del treball de camp.
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L’especie on es va trobar més abundancia de mirids va ser C. officinalis
(122 adults i 255 nimfes), seguida de lluny per la resta. En general, es van
trobar tant adults com nimfes de mirids, 214 adults en onze especies dife-
rents de plantes i 390 nimfes en deu especies. Les dotze espécies on es va
trobar Macrolophus spp. es descriuen a la taula . Pel que fa a V. fenuis, no-
més es van trobar a C. officinalis (nou adults i set nimfes) als hivernacles H1
i H2. Dicyphus tamaninii també va predominar a C. officinalis. De D. errans
només se’n va trobar una nimfa a Erodium spp.

Finalment, el génere de depredadors Orius spp. es va trobar en vuit de
les especies vegetals estudiades als entorns dels hivernacles mostrejats.

Tauta II.  Presencia d’adults i nimfes de Macrolophus spp. a les especies
hoste de I'entorn dels bivernacles i nombre d’hivernacles en els quals es va fer
la deteccio

Macrolophus spp.
Espécie hoste Adults Nimfes Nombre d’hivernacles
Borago officinalis x x 2
Calendula officinalis x x 5
Calendula arvensis x x 3
Dimorphoteca ecklonis x x 1
Dittrichia viscosa x 1
Erodium spp. x x 3
Gallium spp. x 1
Lavandula spp. x x 2
Malva neglecta x 1
Parietaria officinalis x x 7
Salvia officinalis x x 1
Sonchus spp. x x 2

Font:  Elaboracié propia a partir de les dades del treball de camp.
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4.3. Especies de Macrolopbus spp. presents en els entorns
4.3.1. Determinacio mitjancant la morfologia de l’ou

Dels trenta-sis casos estudiats, ous provinents de les femelles evolucio-
nades a partir de les nimfes recollides a l'interior i a P'exterior dels hiverna-
cles, tots van resultar ser M. pygmaeus.

4.3.2. Determinacio mitjancant 'analisi molecular

A més de per la morfologia de I'ou, els individus guardats en alcohol es
van analitzar per tecniques moleculars. Els resultats de la PCR de Macro-
lophus spp. en les principals especies d’hostes (taula m) mostren que només
hi ha un cas en que es va trobar una nimfa de M. melanotoma (figura 2), es-
tranyament es va trobar en Lavandula spp. i aixo pot ser degut al fet que en
el punt on es va prendre la mostra, tot i ser sobre Lavandula spp., hi havia a
tocar un exemplar de Dittrichia viscosa, planta hoste de M. melanotoma.

En total, es van identificar vuitanta-cinc M. pygmaeus, tant provinents
d’adults com de nimfes, i quatre individus no es van poder identificar per-
que Pextraccio no va ser eficient.

Taura III.  Especies de Macrolophus determinades per PCR i especie hoste
en que s’han trobat

M. pygmaeus M. melanotoma No determinat

Espécie hoste
Adults Nimfes Adults Nimfes Adults Nimfes

Borago officinalis x
Calendula arvensis x x
Calendula officinalis x
Dimorphoteca ecklonis x x x
Dittrichia viscosa x
Erodium spp. x x x
Lavandula spp. x x x x
Parietaria officinalis x x
Salvia officinalis x x
Solanum tuberosum x

Font:  Elaboraci6 propia a partir de les dades del treball de camp.

20 QUADERNS AGRARIS 44 (juny 2018), p. 7-29




Influéncia de I’entorn dels hivernacles de tomaquet primerenc

Ficura 2. Resultats de les PCR MFS i MF9 en que es van analitzar deu indivi-
dus provinents d’Erodium spp., deu de Dimorphoteca ecklonis, nou de B. offi-
cinalis, un de S. tuberosum, tres de Dittrichia viscosa i un control negatiu se-
guint el procediment explicat. A l'esquerra, es van utilitzar els marcadors de
M. pygmaeus i, per tant, les franges indiquen el positiu per a aquesta especie.
A la dreta, es van utilitzar els marcadors de M. melanotoma i només apareixen
tres franges que coincideixen amb el control positiu per a aquesta espécie

Font:  Elaboracio propia.

La majoria de casos en queé no es van obtenir resultats va ser per la poca
abundancia o per la mala qualitat de PADN de la mostra. En algun cas,
I’ADN estava bé i no es mostra cap banda a la PCR, aix0 ens fa pensar que
pot ser que la mostra sigui d'una altra especie de mirid no prevista a la PCR
ni a l'estudi.

4.4. Abundancia de mirids, plagues i altres depredadors

A l'exterior, es va trobar una gran variabilitat en 'abundancia de Macro-
lophus spp. (figura 3a). Els hivernacles H1 i H2 es van situar en primer lloc
perque tenien C. officinalis a 'exterior, H3 també en mostra un nombre
elevat perque tenia una gran varietat de vegetacié hoste de mirids. Els ul-
tims hivernacles presentaven poca vegetacioé circumdant o bé no en tenien.
En tots els mostratges hi havia més nimfes que adults. No se’n va trobar cap
exemplar a H10, H11 ni H12.

Pel que fa a N. tenuis, només es van trobar onze nimfes a I'exterior de
H1, un adult i dues nimfes a H2 i un adult i dotze nimfes a H3.

La relacié entre 'abundancia de mirids trobats a I'exterior i la preséncia
de plantes hoste de mirids en els punts exteriors mostrejats, excloent C. offi-
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Ficura 3. a) Macrolophus spp. totals recollits a I'entorn de cada bivernacle
en els dos tiltims mostrejos. b) Macrolophus spp. totals capturats a les trampes
de cada bivernacle

a) Macrolophus spp. recollits a I'entorn a
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b) Macrolophus spp. capturats a les trampes b
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Nortes 3b:

Les dades es transformen amb una funcid logaritmica per tal de normalitzar-les.
L’estrella indica preséncia de més d’un exemplar de C. officinalis a I'interior.
Font:  Elaboraci6 propia a partir de les dades del treball de camp.
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cinalis ornamental, va ser positiva i significativa (F = 252,76, g. 1. = 1-11, p <
0,0001%) (figura 4).

Quant a la presa de mostres feta a la vegetacié de l'interior dels hiverna-
cles, només es van trobar mirids en els que tenien plantada C. officinalis.
Macrolophus va ser molt abundant a H1, H2 i H7; N. fenuis només es va
trobar a H10 (quinze individus) i H12 (sis individus); no s’hi va trobar cap
Orius spp.

En comparar 'abundancia de mirids capturats a les trampes i 'abundan-
cia de mirids recollits a les plantes de I'interior de I'hivernacle no es va tro-
bar significacié (F = 0,3316, g. 1. = 1-11, p = 0,5774). La relaci6 entre I'abun-
dancia de mirids capturats a les trampes i la preseéncia o I'absencia de
C. officinalis a l'interior dels hivernacles va ser significativa (F = 5,87, g. 1. =
1-10, p = 0,0384). No es va detectar cap influéncia de I'entorn de I'hiverna-
cle, ni de I'abundancia de plaga sobre les captures de mirids en trampes.

Pel que fa a 'abundancia de Macrolophus capturats en trampes (figu-
ra 3b), van destacar I'hivernacle H3, que no tenia C. officinalis plantada a
I'interior, i H7, que si que en tenia. Van seguir H12 i H1, que tenien C. offi-
cinalis. Després H8, amb prou abundancia i sense C. officinalis. A la resta
d’hivernacles s’hi van trobar pocs exemplars de Macrolophus spp.

En relacié amb les plagues capturades amb les trampes, hi va haver poca
variabilitat entre els diferents hivernacles, exceptuant H4, H6 i H7 amb abun-
dancia de trips. A H12 hi va haver una presencia elevada de Liriomyza spp.

Ficura 4. Relacié lineal entre 'abundancia de mirids a l'exterior, excloent-ne
els trobats en C. officinalis, i la proporcio de punts de presa de mostres amb
plantes hoste de mirids, excloent-ne C. officinalis, sobre el total de punts mos-
trejats en cada hivernacle (PH/PT)
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Font:  Elaboracié propia a partir de les dades del treball de camp.
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La relacié de I'abundancia de Macrolophus capturats en les trampes
dels hivernacles amb I'abundancia dels mateixos a ’entorn no va ser signi-
ficativa (F=0,2754, g. 1. = 1-11, p = 0,6112) (la figura 3 mostra les diferents
distribucions), tampoc ho va ser amb 'abundancia de Macrolophus spp.
recollits a les plantes de linterior de 'hivernacle (= 0,3471, g. . = 1-11,
p =0,5688).

5. CONCLUSIONS

Els resultats obtinguts en aquest estudi permeten extreure les conclu-
sions seguents:

1. Els dotze hivernacles de tomaquet en els quals es va fer el seguiment
eren representatius d’aquest cultiu al Maresme i, per tant, tenien una estruc-
tura i un entorn molt diversos, a més, cada pages, com és habitual, aplicava
unes mesures d’actuacio diferents en I'entorn dels hivernacles i en els mar-
ges. Hi havia pagesos que deixaven els marges naturals, d’altres que utilit-
zaven herbicides per a eliminar la vegetaci6 i d’altres que hi plantaven espe-
cies per a augmentar la preséncia de mirids i altres enemics naturals. Tot aixo
va fer que hi hagués una relativa elevada variabilitat en el nombre d’espe-
cies vegetals diferents que trobavem en cada entorn i en I'abundancia de
depredadors.

2. Els entorns diferents van fer que es trobessin catorze especies vegetals
hoste de mirids depredadors, de vuit families diferents. Aixo indica que els
mirids no son especifics d’'una sola familia o espécie vegetal, sind que es
poden trobar en un rang ampli de plantes hoste. En conjunt, els entorns
amb més diversitat de plantes van tenir una abundancia més gran de mirids.

3. Un resultat molt positiu és que es van trobar mirids també en altres
especies de plantes silvestres propies de la zona d’estudi, encara que en
menys abundancia. Aixi mateix, s’hi van trobar tant adults com nimfes, cosa
que indica que son especies en que els mirids es reprodueixen.

4. Es van trobar Nesidiocoris només en calendula. Aixd en un futur ens
podria fer decantar més a favor d’altres especies hoste, ja que es coneix que
la interaccié entre M. pygmaeus i N. tenuis és negativa per als primers, quan
els segons ja estan installats a la calendula.

5. L'analisi morfologica dels ous de Macrolophus i la identificacié mitjan-
cant 'analisi molecular van permetre confirmar que en la totalitat de les plan-
tes en que es va trobar Macrolophus hi havia M. pygmaeus, per tant, aques-
tes plantes podrien aportar depredadors al cultiu del tomaquet.

6. Els resultats obtinguts indiquen que conservar els entorns rics i amb
elevada diversitat, o bé incrementar-los, afavoreix la proliferacié de mirids
depredadors a I'entorn, cosa que pot repercutir positivament en la colonit-
zacio del cultiu per part d’aquests depredadors.
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7. Molt possiblement, la presencia de C. officinalis a I'interior i a I'exte-
rior, les practiques culturals que fa el pages a exterior i a l'interior de I'hi-
vernacle, la localitzacié de les obertures de ventilacio i el paisatge que I'en-
volta, poden ser determinants a ’hora d’afavorir la colonitzacié.
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