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Capitulo 1

Analisis molecular de la depredacion de Macrolophus pygmaeus 'y Nesidiocoris

tenuis sobre las moscas blancas y sus parasitoides en el cultivo de tomate
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Este capitulo ha sido enviado para su publicacion al Bulletin of Entomological

Research.
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Capitulo 1. Introduccion

1. Introduccion

El control biologico (CB) en los cultivos horticolas intensivos esta normalmente
basado en la inoculacion y/o conservacion de depredadores y parasitoides (Albajes y
Alomar, 1999). En los cultivos de tomate del area mediterranea dos moscas blancas,
Bemisia tabaci Gennadius y Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Homoptera:
Aleyrodidae), son dos de las principales plagas. Estas pueden causar una reduccion
significativa en la produccion del cultivo, bien por su alimentacidon directa de la planta
o mediante produccion de melazas sobre las cuales se desarrollan hongos saprofitos.
Estos hongos impiden la fotosintesis y la respiracion de la planta y hacen que los frutos
no sean aptos para su comercializacién. Estas dos moscas blancas también son
transmisoras de virus que afectan a los cultivos horticolas de invernadero por todo el
mundo. En concreto B. tabaci transmite la enfermedad del rizado amarillo del tomate,
causante de grandes pérdidas en los cultivos de tomate (Gabarra y Besri, 1999; Avilla
et al., 2004).

Para controlar estas dos plagas se utilizan dos depredadores polifagos, Macrolophus
pygmaeus (Rambur) y Nesidiocoris tenuis Reuter (Heteroptera: Miridae), lo cuales han
demostrado su eficacia reduciendo las poblaciones de moscas blancas en invernadero
(Albajes et al., 2003; Calvo et al., 2009). Hasta hace poco los M. pygmaeus
encontrados en el cultivo de tomate han sido identificados como M. caliginosus
Wagner (= M. melanotoma (Costa)) y aun es denominado de este modo por los
productores que lo comercializan (Martinez-Cascales et al., 2006). Debido a esta
erronea identificacion, consideramos que mucha de la literatura previa referida a M.
caliginosus en tomate se refiere a M. pygmaeus.

Macrolophus pygmaeus y N. tenuis colonizan espontaneamente los cultivos de tomate
de la cuenca mediterranea cuando se reduce la aplicacion de insecticidas y cuando se
aplican programas de control integrado (CIP) (Castaiié et al., 2004). Otros enemigos
naturales utilizados para el control de las moscas blancas son los parasitoides. En
cultivos de tomate bajo CIP del noreste de Espafia aparecen abundantes poblaciones de
los parasitoides Eretmocerus mundus (Mercet) y Encarsia pergandiella Howard

(Hymenoptera: Aphelinidae) (Gabarra et al., 1999; Amo et al., 2005). Eretmocerus
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Capitulo 1. Introduccion

mundus es un parasitoide especifico de B. tabaci, mientras que E. pergandiella es un
parasitoide tanto de B. tabaci como de T. vaporariorum. Por lo tanto, en los cultivos de
tomate de esta zona es facil encontrar las dos especies de mosca blanca, las dos de
parasitoides y las dos de depredadores. Estos enemigos naturales pueden interaccionar
entre ellos y su uso conjunto podria tener un efecto aditivo, sinérgico positivo o
negativo en el control de estas especies plaga. Por esta razon el estudio de las redes
troficas es esencial. Asi pues, un mejor conocimiento de las relaciones troficas y de la
capacidad de control de estos enemigos naturales podria ayudar a mejorar las
estrategias de control de las moscas blancas.

En condiciones de campo la eleccion de las presas por parte de un depredador es de
dificil cuantificacion mediante observacion directa, y es aun mas dificil cuando
intervienen especies cripticas. Aparte de la observacion directa, la depredacion sobre
las moscas blancas se ha basado normalmente en el recuento de las pupas depredadas
(Castané et al., 2004), pero este recuento evalia la depredacion acumulada en el
tiempo. Mediante esta metodologia, cuando hay mas de un depredador en el cultivo es
imposible determinar cual de ellos ha consumido la presa. Un método alternativo es el
examen microscopico del contenido estomacal para identificar los restos de presa
dentro del depredador, pero esto es posible solo si en el digestivo hay restos solidos
reconocibles. Algunos depredadores artrépodos, como los miridos, poseen un aparato
vocal chupador, lo cual imposibilita el reconocimiento de las presas ingeridas. Por otra
parte, la depredacion sobre las ninfas de mosca blanca parasitadas es atin mas dificil de
detectar, incluso mediante diseccion, debido a la dificultad de observar restos de los
estadios jovenes del parasitoide. Por estas razones, en los ultimos afios se han
desarrollado diversas técnicas moleculares para estudiar los restos de presa dentro del
digestivo de los depredadores, las cuales se han basado en la identificacion de proteinas
especificas o de secuencias de ADN de la presa (Symondson, 2002). Hoy dia, la
técnica mas utilizada para analizar restos de presas es la utilizacion de marcadores
moleculares especificos de éstas, con los cuales se puede determinar qué depredador
las ha ingerido (King et al., 2008). Esta técnica se ha utilizado exitosamente también
para detectar ADN de los parasitoides dentro de los huéspedes (Agusti et al., 2005;
Traugott y Symondson, 2008). El estudio de la depredacion y del parasitismo mediante
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Capitulo 1. Material y métodos

la deteccion molecular, es actualmente una técnica cada vez mas utilizada en estudios
de campo (Agusti et al., 2003; Harper et al., 2005; Harwood et al., 2007; Juen y
Traugott, 2007; Zhang et al., 2007; Kuusk et al., 2008). Sin embargo, s6lo uno de estos
estudios ha abordado la depredacion sobre especies plaga y sus parasitoides (Traugott y
Symondson, 2008) y ninguno de ellos ha sido realizado bajo condiciones de campo.

Por ello, el objetivo de este capitulo es realizar un estudio molecular en condiciones de
campo de las interacciones existentes entre las diferentes especies del ecosistema y
proporcionar de este modo informaciéon también aplicable a otras redes troficas.
Nuestra hipotesis es la de que los depredadores y los parasitoides pueden interaccionar
negativamente y pueden reducir el impacto de estos enemigos naturales sobre la

especie plaga.

2. Material y métodos

2.1. Insectos

Macrolophus pygmaeus y N. tenuis se criaron en nuestras instalaciones del IRTA
(Cabrils) como se describe en Agusti y Gabarra (2009a; b). Estas crias son renovadas
cada afno mediante la introduccion de nuevos depredadores recolectados en campos de
tomate de la misma zona. Fueron criados con huevos de Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) sobre planta de tabaco bajo condiciones controladas (25 +
2°C, 70 £ 10 % RH y L16:D8 de fotoperiodo). Los huevos de E. kuehniella se
compraron a Biotop (Valbonne, France). Bemisia tabaci, T. vaporariorum y E. mundus
se criaron sobre col, tomate y algodon respectivamente, bajo las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. El resto de especies utilizadas en este estudio fueron

capturadas en cultivos cercanos a la zona de estudio.

2.2. Diseiio de cebadores y extraccion y amplificacion de ADN
Se disefiaron dos pares de marcadores especificos para B. tabaci y T. vaporariorum
(Bt2F/Bt3R y Tv1lF/Tv1R respectivamente) a partir de la region mitocondrial de la

citocromo oxidasa I (COI). Para el disefio de los marcadores especificos de B. tabaci se
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utilizaron las siguientes secuencias obtenidas de la base de datos GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov): AM691052 (B. tabaci), AF418672 y AF110708 (T
vaporariorum), AY 842502 (Aphis gossypii) y DQ059302 (Helicoverpa armigera). Para
disefiar los marcadores de 7. vaporariorum se utilizaron las secuencias AY521259 (B.
tabaci), AY521265 (T. vaporariorum), AY227082 (Aphis gossypii) y AY437834
(Helicoverpa armigera). Se disenaron otros dos pares de marcadores especificos para
E. mundus y E. pergandiella (Em2F/EmIR y EplF/Ep1R, respectivamente) a partir de
las region no codificante 1 (ITS-1) utilizando las siguientes secuencias: AY 854061 (B.
tabaci), AY854055 (T vaporariorum), AF273635 (E. mundus) y AY615778 (E.
pergandiella). Las secuencias se alinearon utilizando el programa CLUSTALW (http://

www.ebi.ac.uk/clustalw). Para disefar los marcadores de B. tabaci se utilizo el

programa AMPLICON (Jarman, 2004). El resto de marcadores fueron disefiados tal
como se describe en Agusti e al. (2003).

El ADN se extrajo a partir insectos individualmente mediante el DNeasy Tissue Kit de
QIAGEN (protocolo para tejidos animales). El ADN total se diluyo en 100 ml de
tampon AE y fue conservado a -20°C. Se utilizaron controles negativos en cada
extraccion de ADN. Las muestras se amplificaron en un termociclador 2720 (Applied
Biosystems). Los volumenes utilizados en cada reaccion (25 ul) contenian 4ul de ADN
resuspendido. Todos los cebadores se amplificaron utilizando 0,65 U de 7ag DNA
polimerasa (Invitrogen), 0,25 mM de dNTPs (Promega), 0,4 uM de cada cebador y 1,5
mM (Em2F/Em1R), 3 mM (Bt2F/Bt3R y TvlF/TvIR) o 6 mM (Ep1F/Ep1R) de MgCl»
en tampon 10%. Las muestras se amplificaron en 35 ciclos (excepto para EplF/EplR,
40 ciclos) a 94°C durante 30 s; a 63°C (TvlF/TvIR), 62°C (Em2F/EmIR) o 58°C
(Bt2F/Bt3R y Epl1F/Ep1R) durante 30 s; y 72°C durante 40 s. También hubo un primer
ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, y otro de extension final a 72°C
durante 5 min. En todas la reacciones se utilizo ADN de la especie diana como control
positivo y agua como control negativo. Los productos de PCR se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % tefiido con bromuro de etidio y visualizado

bajo luz ultravioleta.
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2.3. Especificidad y periodos de deteccion

Al menos 10 individuos de cada especie diana fueron utilizados para comprobar la
especificidad de los marcadores moleculares. En el caso de B. fabaci se analizaron 10
individuos de cada biotipo B y Q, que son los mas comunes en la zona de estudio
(Moya et al., 2001). Para comprobar la especificidad de las cuatro parejas de

cebadores, éstos se probaron utilizando ADN de 10 individuos de cada especie de

Capitulo 1. Material y métodos

presa, parasitoide y depredador potencialmente presentes en diversos cultivos

horticolas de la zona de estudio (tabla 1.1). También se comprobd la ausencia de

amplificacion del ADN de E. kuehniella, que fue utilizada como presa en la cria de los

depredadores.

Tabla 1.1. Especies de presa, depredador y parasitoide analizadas para comprobar la

especificidad de los cebadores descritos en la tabla 2.

Grupo Orden Familia Especie
Presa Acari Tetranychidae Tetranychus urticae Koch
Diptera Agromyzidae Liriomyza trifolii (Burgess)
Homoptera  Aleyrodidae Aleyrodes proletella (Linnaeus)
Bemisia tabaci Gennadius
Trialeurodes vaporariorum (Westwood)
Aphididae Aphis gossypii Glover
Nasonovia ribisnigri (Mosley)
Lepidoptera  Noctuidae Chrysodeixis chalcites (Esper)
Helicoverpa armigera (Hiibner)
Autographa gamma Linnacus
Pyralidae Ephestia kuehniella Zeller
Thysanoptera Thripidae Frankliniella occidentalis (Pergande)
Depredador Diptera Cecidomyiidae Aphidoletes aphidimyza (Rondani)
Hemiptera Anthocoridae Orius laevigatus (Fieber)
Orius majusculus (Reuter)
Heteroptera  Miridae Dicyphus tamaninii Wagner
Macrolophus pygmaeus (Rambur)
Nesidiocoris tenuis Reuter
Parasitoide Hymenoptera Aphelinidae Encarsia formosa Gahan
Encarsia pergandiella Howard
Eretmocerus eremicus Rose y Zolnerowich
Eretmocerus mundus (Mercet)
Braconidae Aphidius colemani Viereck
Habrobracon hebetor (Say)
Eulophidae Diglyphus isaea (Walker)

Trichogrammatidae Trichogramma evanescens Westwood
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Para conocer cuédn eficientes eran los marcadores moleculares detectando el ADN
dentro del depredador a lo largo del tiempo, se realizaron dos tipos de ensayos de
depredacion con M. pygmaeus y N. tenuis:

a) Ensayo de depredacion corto (<2,5h). Se colocaron hembras individualmente en
cajas transparentes de plastico de 2,5 cm de didmetro con un disco de hoja de tomate
del mismo didmetro sobre una capa de agar (5%o) de 0,5 cm de grosor. Después de
mantener a las hembras 24 horas en las cajas sin presa a 25°C, se introdujeron 4 pupas
de mosca blanca (B. fabaci o T. vaporariorum) o 4 parasitoides adultos (£. mundus o
E. pergandiella). Se permitid que los depredadores consumieran las presas durante un
maximo de 2,5h a temperatura ambiente. Aquellos que consumieron entre 3-4 presas
fueron congelados inmediatamente (t=0h) o mantenidos individualmente sin presa a 25
°C durante 4 h (t=4h) y congelados posteriormente a -20 °C hasta que se analizaron. En
este caso (t=4h), estos ensayos de depredacion se realizaron también con ninfas de 5°
estadio.

b) Ensayo de depredacion largo (24h). Con la intencion de simular las condiciones de
campo, se colocaron hembras ayunadas durante 24h a 25°C en cajas de plastico de 5
cm de diametro con un disco de hoja de tomate del mismo didmetro sobre una capa de
agar (5%o) de 0,5 cm de grosor. Posteriormente se introdujeron en las cajas 30 pupas de
B. tabaci sin parasitar o parasitadas por pupas de E. mundus y se permitié que los
depredadores las consumieran durante 24h a temperatura ambiente. Después de esto, se
contaron las pupas depredadas. Unicamente se utilizaron las hembras que consumieron
entre 5 y 25 presas, congeldndolas inmediatamente (t=0) o manteniéndolas
individualmente sin presas a 25°C durante 4h (t=4h) y congelandolas posteriormente a
-20°C hasta el analisis.

Entre 7 y 10 individuos de cada especie de depredador se analizaron para cada periodo
de tiempo. Cada depredador fue analizado tres veces y considerado positivo si el ADN

de la presa era detectado en uno de los analisis.
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2.4. Muestreo de campo y analisis de depredadores

Se muestrearon las poblaciones de miridos depredadores, moscas blancas y
parasitoides en 8 invernaderos localizados cerca de Barcelona entre mayo y octubre.
Para determinar su abundancia, el nimero de adultos de moscas blancas, asi como las
ninfas y adultos de cada especie de depredador, se muestrearon 10 foliolos por planta
en 30 plantas en cada invernadero. Para conocer la abundancia de pupas de mosca
blanca y de parasitoides, en cada invernadero se recogieron 30 foliolos de aquellas
hojas en las que los adultos de mosca blanca estaban a punto de emerger. Las pupas
fueron posteriormente examinadas bajo lupa binocular en el laboratorio y clasificadas
como vivas, consumidas, o parasitadas. Las pupas consumidas son facilmente
diferenciables de la depredacion parcial o de otras causas de mortalidad, debido al
consumo completo del interior de la pupa producido por los depredadores chupadores,
que dejan la cuticula vacia sin hueco de emergencia (Castafi¢ et al., 2004) y las pupas
parasitadas se pueden diferenciar por su cambio de color, tornandose marrones las
parasitadas por E. mundus y amarillas las parasitadas por E. pergandiella (Gabarra et
al., 1999; Malo, 2009) En cada invernadero (excepto en el A) se recolectaron M.
pygmaeus y N. tenuis y se transfirieron inmediatamente a 4°C hasta la llegada al
laboratorio donde fueron congelados a -20°C. Cada depredador fue analizado tres veces
mediante PCR y considerado positivo si el ADN de la presa era detectado al menos en
uno de estos andlisis. Con estos resultados se calcularon los porcentajes de deteccion
molecular de cada presa para ninfas, machos y hembras de cada especie de depredador
en cada invernadero, asi como el porcentaje de cada depredador que resultd positivo
para las distintas combinaciones de presas.

La deteccion molecular de las moscas blancas obtenida para cada depredador en cada
invernadero se compar6 con la cantidad de pupas y adultos de mosca blanca en dichos
invernaderos. Para ello, se sumaron las abundancias de pupas de moscas blancas
parasitadas y no parasitadas, debido a que el ADN de las moscas blancas también
puede ser detectado en las pupas parasitadas dependiendo del estadio de desarrollo del
parasitoide (ver capitulo 2). Por otra parte, la deteccion molecular de los parasitoides
en M. pygmaeus se compardé con la abundancia de pupas parasitadas en cada

invernadero. También la deteccion de moscas blancas en los depredadores se comparo
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Capitulo 1. Resultados

con la cantidad pupas de moscas blancas depredadas en cada invernadero. Debido a
que no es posible determinar cudl de las dos especies depredadoras ha depredado las
pupas de mosca blanca cuando ambos depredadores estan presentes, para hacer esta
comparacion se sumo el numero de depredadores positivos de ambas especies.

Para evaluar la relacion entre la deteccion molecular y el nimero de pupas y adultos de
mosca blanca disponible, asi como con el nimero de pupas parasitadas y depredadas,
se realizaron analisis de regresion. Los datos fueron transformados logaritmicamente.
Se utilizo el paquete SAS (SAS Enterprise Guide 4.1).

Para determinar si la deteccion molecular de la presa dependia del estadio o del sexo
del depredador, se compararon los porcentajes de deteccion de las presas entre machos
y hembras, asi como entre adultos y ninfas en cada especie de depredador. Los
porcentajes de depredadores positivos para cada presa se calcularon considerando
unicamente a aquellos depredadores recolectados en los invernaderos donde la presa
diana estaba presente. También se compararon los porcentajes de depredadores
positivos de ambas especies recolectados en el invernadero H, donde ambos
depredadores y las dos especies de mosca blanca estaban presentes. Para realizar estas
comparaciones se hizo un test de Fisher utilizando el paquete SAS (SAS Enterprise
Guide 4.1).

3. Resultados

3.1. Especificidad y periodos de detecciéon

Los marcadores moleculares que se disefaron para B. tabaci, T. vaporariorum, E.
mundus y E. pergandiella (tabla 1.2) amplificaron el ADN de estas presas diana en
todos los casos (fig. 1.1). En el caso de los marcadores de B. tabaci, éstos amplificaron
individuos de ambos biotipos B y Q. Cuando se comprobd la especificidad de los
marcadores moleculares utilizando otras presas potenciales (26 especies pertenecientes
a 14 familias, ver tabla 1.1), unicamente se detectdé el ADN de la presa diana,

demostrando su alta especificidad.
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Tabla 1.2. Secuencia (5’-3”) de los cebadores especificos de las moscas blancas y de
los parasitoides, tamafio del fragmento que amplifican y region utilizada para su
disefio.

Tamafio Region

Especie diana Cebador Secuencia (pb)
. Bt2F TTGGTGTCTCAATTTTATATC
B. tabaci B3R  ATACTCAAAATCCTTCCCGC 158 ol
T vavorariorum TvlF TCTCACAGGGGTGATTTTG 187 col
- vap TviIR  CTGGGAAAGAAGAAGGTTAAAA
E mundus Em2F CGTATGCGGATAACAACGC 5, ITS-1
‘ Eml R  GAACTCGCAAGAGCTCGAAC
E. pergandiclla Epl F  ACGCAAGTCGTACCGATGAG 314 ITS-1

EplR  AAACGTAACTTTGACGACGC

(o)
W
[ | N
N

|
=
-

Fig. 1.1. Productos de PCR obtenidos con los cebadores especificos de las cuatro
presas diana. Carril 2, Bemisia tabaci (158 pb); 3, Trialeurodes vaporariorum (187 pb);
4, Eretmocerus mundus (345 pb); 5, Encarsia pergandiella (314 pb). Carril 1,
marcador de 100 pb.

Cuando estos cebadores se utilizaron para detectar la presa ingerida por los
depredadores en laboratorio (3-4 presas ingeridas en 2,5h), todas las hembras
resultaron positivas para las cuatro presas ensayadas a t=0h (justo después de ser
ingeridas). La deteccion después de cuatro horas a 25°C fue variable pero nunca menor
del 80 % (tabla 1.3). Cuando se hicieron las pruebas de depredacion en condiciones
mas similares a las de campo (12 + 0,6 presas ingeridas en 24h), la deteccion molecular
de B. tabaci y E. mundus fue menor que en el caso anterior para ambos depredadores,

lo que era de esperar debido a la mayor duracion de la prueba (24h). Los porcentajes de

32



Capitulo 1. Resultados

deteccion de B. tabaci y E. mundus fueron similares (siempre ligeramente superiores
para B. tabaci), y siempre mayores para M. pygmaeus que para N. tenuis, tanto a t=0
como a t=4h. El porcentaje de deteccion disminuy6 cerca de un 20 % entre t=0h y t=4h
en ambos depredadores, lo cual fue mucho mas acusado que cuando se les alimento

unicamente durante 2,5h (tabla 1.3).

Tabla 1.3. Porcentajes de deteccion de las presas en las hembras y ninfas de M.
pygmaeus 'y N. tenuis a t=0h y t=4h, (a) 1-4 individuos ingeridos en 2,5h; (b) 12 + 06
individuos ingeridos durante 24h.

(a) 2,5h (b) 24h
M. pygmaeus N. tenuis M. pygmaeus N. tenuis
Presa Hembras Ninfas Hembras Ninfas Hembras Hembras
Oh 4h 4h Oh 4h 4h Oh  4h Oh 4h
B. tabaci 100 80 80 100 100 90 70 50 40 20
T vaporariorum 100 100 80 100 90 90 - - - -
E. mundus 100 100 90 100 100 90 63 44 38 14

E. pergandiella 100 100 100 100 80 90 - - - -

3.2. Analisis de depredadores

3.2.1. Abundancia de depredadores y presas y deteccion molecular de presas

La abundancia de depredadores y de presas en los 8 invernaderos muestreados se
muestra en la tabla 1.4. Macrolophus pygmaeus se encontr6 en todos los invernaderos
muestreados (el invernadero A no sé evalud la abundancia, aunque se recogieron
depredadores para el analisis molecular), mientras que N. tenuis se encontrd solo en 4
invernaderos. Las ninfas de los depredadores fueron siempre mas numerosas que los
adultos, excepto en el invernadero G para N. tenuis. Respecto a las moscas blancas, los
adultos de T. vaporariorum fueron mas abundantes que los de B. tabaci en 4 de los
invernaderos, mientras que la abundancia de pupas de 7. vaporariorum fue mayor en 6
de ellos. La abundancia de pupas parasitadas por E. mundus y E. pergandiella fue baja,
excepto en el invernadero A, donde la presencia de E. pergandiella alcanz6é una

densidad de 34,6 + 8,81 pupas por foliolo.
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Los porcentajes de deteccion de presa obtenidos mediante PCR en los 8 invernaderos
muestreados se encuentran en la tabla 1.5. Se recolectaron depredadores en cada
invernadero, pero se analizaron mediante PCR tUnicamente los depredadores de
aquellos invernaderos en los que se recolectaron mas de catorce individuos. Por ello,
aunque se observaron M. pygmaeus y N. tenuis en los invernaderos E y F
respectivamente, no se realizo el analisis molecular. Todas las especies de presa fueron
detectadas molecularmente en ambas especies de depredador. Se detectd presa en el 39
% (n = 142) de los M. pygmaeus y en el 46 % (n = 61) de los N. tenuis analizados. La
deteccion molecular de B. tabaci y T. vaporariorum se obtuvo en todos los
invernaderos en los que estas especies estaban presentes, excepto en dos casos: no se
detectd B. tabaci en el invernadero C (donde solo se observaron pupas de esta especie);
y no se detectd 7. vaporariorum en el invernadero E (donde solo se observaron adultos
y con la menor abundancia) (tabla 1.4). Sin embargo, bajo lupa binocular sélo se
observaron pupas depredadas de B. tabaci en 2 de los 7 invernaderos en los que estaba
presente. Por lo tanto, en este caso la deteccion molecular fue mas sensible que la
observacion bajo lupa ya que mostr6 depredacion de M. pygmaeus sobre B. tabaci en 4
invernaderos en los que no fue posible observarla bajo lupa. En aquellos invernaderos
en los que M. pygmaeus y N. tenuis estaban presentes y fueron recolectados en
suficiente numero (mas de 14 individuos) (G y H), el analisis molecular permitié
conocer qué especie de mosca blanca habia sido consumida por cada especie de
depredador. Por otra parte, la depredacion sobre E. mundus fue detectada
molecularmente en todos los invernaderos en los que este parasitoide estaba presente
(F y H) (tablas 1.4 y 1.5), mientras que la depredacion sobre E. pergandiella fue
detectada solo en 3 de los 5 invernaderos en los que estaba presente. Aparte, en 2
invernaderos se detectd molecularmente al parasitoide incluso cuando éste no fue

observado bajo lupa (E. pergandiella en el invernadero G y E. mundus en el D).
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3.2.2. Relacion entre la abundancia de presas y su deteccion molecular

Cuando se compararon los porcentajes de deteccion molecular de las moscas blancas
en los depredadores con la abundancia de pupas de mosca blanca en los invernaderos
(ambas especies juntas), se observo una relacion positiva significativa para N. tenuis

(r> = 0,88; p = 0,005; fig. 1.2b) pero no para M. pygmaeus (r> = 0,28; p = 0,079; fig.
1.2a). Sin embargo al compararla con la abundancia de adultos de mosca blanca, hubo
una relacion positiva significativa para ambas especies de depredador (r> = 0,55; p =
0,009 para M. pygmaeus y 1> = 0,67, p = 0,045 para N. tenuis; fig. 1.2¢ y 1.2d,
respectivamente). Por otro lado, no se encontré una relacion significativa entre la
abundancia de pupas parasitadas (ambas especies juntas) y los porcentajes de deteccion
molecular de los parasitoides en M. pygmaeus (1> = 0,21; p = 0,304). Tampoco se
encontr6 relacion entre los porcentajes de deteccion molecular de moscas blancas en
los depredadores y la abundancia de pupas de mosca blanca depredadas (observadas
bajo lupa binocular) (r?> = 0,02; p = 0,679). Esto era de esperar, ya que el numero de
pupas depredadas en los foliolos representa el numero acumulado de moscas blancas
depredadas por ambos depredadores a lo largo del tiempo, mientras que la deteccion

molecular muestra la depredacion mas reciente.

3.2.3. Deteccion molecular conjunta de presas

En algunos depredadores se detectaron hasta 3 especies de presas (tabla 1.6). De los 56
M. pygmaeus en los que se detectd presa, en el 77 % se detectd 1 especie, en el 21 % 2
y solo en el 2 % se detectaron 3. En el caso de los 28 N. tenuis en los que se detectod
presa, en el 46 % se detectd 1 especie, en otro 46 % se detectaron 2 y en el 7 % se
detectaron 3, mostrando una mayor polifagia por parte de este depredador. En el 45 %
de los depredadores en los que se detectd E. mundus, también se detectd B. tabaci. En
el 92 % de los depredadores en los que se detectd E. pergandiella se detectd también 7.
vaporariorum. Esta deteccion conjunta de huésped y parasitoide sugiere una

depredacion sobre estadios tempranos del parasitoide.
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Fig. 1.2. Relacion entre los porcentajes de deteccion de mosca blanca en ambos
depredadores y la presencia de pupas (a y b) y de adultos de mosca blanca (c y d) en

los invernaderos.
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Tabla 1.6 Porcentajes de deteccion molecular de las distintas combinaciones de presa
detectadas en M. pygmaeus y N. tenuis. Bt = B. tabaci, Tv = T. vaporariorum, Em = E.
mundus, Ep = E. pergandiella.

Presa detectada M. pygmaeus (%) N. tenuis (%)

Plaga  Parasitoide (n=56) (n=28)
Bt - 21,4 25,0
Tv - 48,2 10,7

Bt+Tv - 7,1 25,0

- Em 5,4 10,7

Bt Em 0,0 14,3
Bt+Tv Em 0,0 3,6
- Ep 1,8 0,0
Tv Ep 14,3 7,1
Bt+Tv Ep 1,8 3,6
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3.2.4. Deteccion molecular de presa dependiendo del sexo, estadio y especie de
depredador

La deteccion molecular de presa fue generalmente mas elevada en hembras que en
machos (fig. 1.3a y 1.3b), excepto para la deteccion de B. tabaci, que nunca se detectd
en las hembras de M. pygmaeus, y para la deteccion de E. mundus, que fue ligeramente
mayor en los machos. La deteccion en adultos y en ninfas fue bastante similar, siendo

mucho mas variable en M. pygmaeus que en N. tenuis (fig. 1.3c y 1.3d).

M. pygmaeus N. tenuis
_a _
60 B Hembras 60 B Hembras
501 O Machos 50 1 00 Machos
S 40 40
]
5 301 30 -
3 20 20 1
5 101 I 10 -
5 0 0 -
s 24/21 31/25 27/17 17/14 17/14 11/8 11/8
g
=
O _c _d
g €0 B Adultos 60 W Adultos
& 301 Ninfas 507 Ninfas
2 40
S 30
R 201
10
0 - |
45/57 56/69 15/23 44/57 31/27 31/27 19/15 19/21
Bt Tv Em Ep Bt Tv Em Ep

Fig. 1.3. Porcentajes de deteccion molecular en hembras y machos (a y b) y en adultos
y ninfas (¢ y d) de M. pygmaeus y N. tenuis. Los nimeros bajo las barras indican el
nimero de hembras/machos y adultos/ninfas analizados. Bt = B. tabaci, Tv = T.
vaporariorum, Em = E. mundus, Ep = E. pergandiella.
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En el caso del invernadero H, donde estaban presentes las dos moscas blancas y los dos
depredadores (n = 20 M. pygmaeus y n = 16 N. tenuis), la deteccion de moscas blancas
fue mayor en N. fenuis que en M. pygmaeus, y de manera significativa en el caso de la

deteccion de 7. vaporariorum (test de Fisher, P = 0,034) (fig. 1.4).

M. pygmaeus

60 7 * B N. tenuis

% de deteccion molecular

Fig. 1.4. Porcentaje de deteccion molecular de B. tabaci'y T. vaporariorum obtenido en
M. pygmaeus y N. tenuis en el invernadero H (donde estaban presentes las cuatro
presas). (*) indica diferencias significativas entre M. pygmaeus y N. tenuis. Bt = B.
tabaci, Tv = T. vaporariorum.

4. Discusion

Los cebadores que se han disefiado en este trabajo amplifican fragmentos de entre 158
y 345 pb, tamafo que permite una buena deteccion de la presa diana cuando ésta ha
sido ingerida. Para el disefio de cebadores se recomiendan regiones multicopia del
ADN (como las regiones COI e ITS) y fragmentos de ADN diana cortos (Agusti et al.,
1999; Zaidi et al., 1999; King et al., 2008; King et al., 2011). No se observaron

inespecificidades cuando estos cebadores se probaron con ADN de otras especies
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frecuentemente encontradas en los cultivos de la zona de estudio, lo cual evita el riesgo
de sobreestimar la depredacion sobre las presas diana.

La presa diana se detectd con los cuatro pares de cebadores justo después de haber sido
consumida en el 100 % de los casos, y la deteccion permanecio similar después de 4
horas. En Agusti et al. (1999, 2000), la deteccion que se obtuvo con el depredador
Dicyphus tamaninii usando marcadores SCAR para H. armigera y 1. vaporariorum a
las 4 horas fue de 45 % y 60 % respectivamente. Como era de esperar, una region
multicopia como es la COI utilizada en el presente estudio, aumenta la deteccion,
llegando hasta el 100 %.

Para simular mejor las condiciones de campo de la zona de estudio, los depredadores
se mantuvieron a 25 °C. Esta elevada temperatura es la temperatura media en los
cultivos de primavera-verano en el NE espafiol (Gabarra et al., 2006). Aunque se sabe
que la deteccion molecular de presa disminuye a elevadas temperaturas (Sopp y
Sunderland, 1989; von Berg et al., 2008), en las pruebas de depredacion de 2,5h la
deteccion fue elevada 4 horas después de la ingestion de la presa (80 %). Por ello se
estudio la deteccion en condiciones mas similares a las de campo, dejando a los
depredadores alimentarse durante 24h. Como se esperaba, en este caso, aunque los
depredadores consumieron una elevada cantidad de presa, la deteccion molecular fue
menor. Esto podria deberse a que el periodo entre la ingestion y la recoleccion de los
depredadores fue probablemente mayor de 4h. Atin siendo esta prueba de depredacion
menos precisa que la anterior (3-4 presas consumidas durante 2,5h), consideramos que
ésta es mas proxima a la depredacion real en condiciones de campo, aportando una
informacion mas fidedigna para la interpretacion de estas complejas redes troficas.

La deteccion de presa ingerida mediante métodos moleculares permite la identificacion
de relaciones troficas imposibles de identificar mediante otros métodos (Kuusk y
Agusti, 2008). En este estudio se ha demostrado que en condiciones de campo M.
pygmaeus y N. tenuis depredan ambas moscas blancas, asi como ambos parasitoides.
La deteccion molecular fue posible en invernaderos donde la abundancia de presa era
muy baja e incluso en los que ésta ni siquiera se observod bajo lupa binocular. Esto
sugiere que los depredadores también depredan huevos o estadios jovenes, lo cual es

muy dificil o imposible de observar bajo lupa o por diseccion. Por lo tanto esta técnica
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molecular muestra el consumo cualitativo real en condiciones de campo sin subestimar
la depredacion. Otros estudios han sefialado la imposibilidad de distinguir mediante
métodos tradicionales qué especies de presa son consumidas por cada especie de
depredador cuando éstos coexisten en el mismo invernadero (Castané et al., 2004;
Arno et al., 2005). Utilizando este método molecular, esto ha sido posible.

Los métodos moleculares también han permitido identificar otras interacciones troficas
en los depredadores zoofitofagos. Pumarifio et al. (2011) estudiaron los mismos
individuos de M. pygmaeus analizados en este estudio usando cebadores especificos
para detectar planta de tomate. Se detectd planta o presa en el 17 % y 26 % de los
individuos, respectivamente, y el 14 % de los depredadores resulto positivo para
ambas. A pesar de que esto podria ser debido a la presencia de ADN de tomate en las
moscas blancas (depredacion secundaria), creemos que se debe en realidad a la dieta
zoofitéfaga de los depredadores, ya que es conocido que las moscas blancas se
alimentan a partir del floema (Pollard, 1955), donde el contenido de ADN es muy bajo.
La deteccion molecular de las moscas blancas en ambos depredadores estuvo
significativamente relacionada con la abundancia de adultos de moscas blancas en los
invernaderos, mientras que se relacion6 con la abundancia de pupas so6lo en el caso de
N. tenuis. Montserrat et al. (2000b) observaron una mayor eficiencia de M. pygmaeus
depredando larvas de 2° estadio de F. occidentalis (pequenas y moviles) que ninfas de
4° estadio de T. vaporariorum (mayores y sésiles). Esto sugiere que M. pygmaeus
puede sentirse atraido por presas moviles, lo cual explicaria la relacion significativa
entre deteccion molecular de las moscas blancas en M. pygmaeus y la abundancia de
adultos de éstas. Otra explicacion podria estar relacionada con la distribucion en la
planta. Los adultos de moscas blancas, principalmente de 7. vaporariorum, tienden a
congregarse en las hojas superiores de la planta de tomate (Ao et al., 2006a), una
zona en la que también hay elevada presencia de depredadores (Arno et al., 2010b).
Como se esperaba, no se encontrd una relacion significativa entre la deteccion
molecular de moscas blancas en los depredadores y la depredacion observada bajo lupa
binocular. Las pupas depredadas reflejan la depredacion acumulada en el tiempo y no
es posible saber cuando ni qué especie de depredador las consumid. Sin embargo,

como se ha mencionado anteriormente, con la deteccidon molecular se obtiene una
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informacion actual de la depredacion, ocurrida en el periodo de tiempo cercano a la
recoleccion de los depredadores. Tampoco se observo relacion entre la deteccion
molecular de los parasitoides y la abundancia de pupas parasitadas, lo que sugiere que
mediante la observacion bajo lupa se produce una subestimacion del parasitismo
debido a la dificultad de observar los restos de los estadios larvarios y huevos del
parasitoide después de que la ninfa de mosca blanca haya sido depredada. Aunque
estos depredadores han sido descritos depredando pupas, estadios inmaduros y adultos
de E. mundus en estudios de laboratorio (Malo, 2009), mediante los marcadores
moleculares especificos se pudo identificar la existencia de depredacion sobre los
parasitoides en el cultivo, lo que indicaria que son una buena herramienta para
determinar las relaciones troficas entre los depredadores y los parasitoides en
condiciones de campo.

El analisis molecular de los depredadores recolectados en campo permitid la
identificacion de hasta 3 especies de presa ingerida en algunos depredadores. La
depredacion intragremial (DI) puede ser ventajosa cuando las presas son escasas (van
Balen ef al., 2001) o contraproducente cuando los depredadores reducen la efectividad
de los parasitoides al depredarlos (Rosenheim et al., 1995). Por lo tanto, el analisis de
la depredacion sobre los parasitoides es importante a la hora de determinar la
efectividad de depredadores y parasitoides cuando éstos coexisten (Hoelmer et al.,
1994). Este estudio muestra que ambos depredadores consumieron principalmente
moscas blancas (76,7 % de los M. pygmaeus y 60,7 % de los N. tenuis), aunque
también consumieron parasitoides (23,3 % y 39,3 %, respectivamente). Traugott y
Symondson (2008) observaron una deteccion molecular conjunta del huésped y del
parasitoide en varias especies de depredador cuando analizaron la depredacion sobre
Aphis fabae Scopoli parasitado por Lysiphlebus testaceipes (Cresson). Aparte de este
estudio de laboratorio, hasta el momento no ha habido ningun estudio de campo
publicado que pudiera determinar mediante métodos moleculares si la interaccion entre
los diferentes enemigos naturales podia afectar a su CB. Algunos estudios indican que
la presencia conjunta de los depredadores y los parasitoides utilizados en este estudio
puede llegar a ser complementaria para controlar las dos especies de moscas blancas

(Castané et al., 2004; Gabarra et al., 2006). El presente estudio indica que la
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depredacion de M. pygmaeus y N. tenuis sobre E. mundus y E. pergandiella en
condiciones de campo es comun, lo que podria afectar al CB de las moscas blancas.
Aunque E. pergandiella ha sido descrita como parasitoide de B. tabaci (Liu y Stansly,
1996), en los depredadores no se encontr6 conjuntamente ADN de B. fabaci y E.
pergandiella, lo que sugiere cierta preferencia de este parasitoide por 7. vaporariorum
cuando ambas moscas blancas estan presentes en el cultivo. Arno et al. (2005) tampoco
encontraron E. pergandiella asociada a B.tabaci al estudiar el parasitismo de ambos
parasitoides en las dos especies de moscas blancas tanto en cultivo de tomate como de
pepino.

La deteccion molecular de presa fue en general mayor en hembras que en machos en
ambas especies de depredador. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Urbaneja et al. (2009), que observaron una mayor depredacion sobre los huevos del
lepidoptero Tuta absoluta (Meyrick) en las hembras de M. pygmaeus y N. tenuis que en
los machos. Harwood ef al. (2004) observaron lo mismo en arafas linifidas. Como era
de esperar, una mayor necesidad nutricional parece estar asociada a la reproduccion.
Cuando se analizo la deteccion molecular en funcidon del estadio del depredador, ésta
fue similar en adultos que en ninfas. Barnadas ef al. (1998) también indican que la
ninfas y los adultos de M. caliginosus tenian un consumo similar de ninfas de B.
tabaci y de T. vaporariorum. Lo mismo observaron Bonato et al. (2006), estudiando la
depredacion de ninfas y adultos de M. caliginosus sobre B. tabaci. En el presente
estudio, la deteccion molecular de la presa parece indicar que las ninfas de M.
pygmaeus depredaron mas activamente B. tabaci que los adultos, lo que podria ser
positivo para el CB, dado que en las comunidades de depredadores la presencia de
ninfas es normalmente mas elevada que la de adultos.

La deteccion molecular de presa fue mayor en N. fenuis que en M. pygmaeus, 1o que
muestra una mayor voracidad de N. fenuis. Esto coincide con otros estudios publicados
previamente como el de Arnd et al. (2009), donde se compard la capacidad
depredadora de ambas especies sobre huevos de 7. absoluta, observando que las ninfas
de M. pygmaeus depredaban menos que las de N. fenuis. Barnadas et al. (1998)
también observaron que M. caliginosus depredaba menos pupas de mosca blanca que

D. tamaninii, otro mirido depredador que se puede encontrar en cultivo de tomate. Por
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otra parte Montserrat et al. (2000a) observaron una menor actividad buscando presa en
M. caliginosus que en D. tamaninii.

Este estudio ha demostrado la eficiencia de los marcadores moleculares para estudiar la
depredacion en cultivos protegidos de tomate. El uso de estos marcadores ha permitido
identificar las interacciones troficas entre los depredadores polifagos M. pygmaeus y N.
tenuis, las dos moscas blancas B. tabaci 'y T. vaporariorum 'y dos de sus parasitoides en
condiciones de campo y en un momento determinado del cultivo. Esta informacion
actualmente es imposible de obtener mediante otros métodos de analisis. La elevada
depredacion sobre los parasitoides hallada indica la existencia de una importante DI
que podria afectar negativamente al CB de estas moscas blancas. Trabajos futuros
podrian centrar su atencidon en coOmo otros aspectos, tales como la presencia de presa
alternativa o la existencia de DI, afectan al CB que estos enemigos naturales ejercen

sobre las moscas blancas.
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