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RESUMEN

Las lagartitas de los frutales, Argyrotaenia sphaleropa y Bonagota
salubricola (Lepidoptera: Tortricidae), se han convertido en importantes
plagas de los frutales de pepita. Es posible reemplazar el manejo actual
basado en insecticidas, por alternativas de bajo impacto ambiental, como la
técnica de confusion sexual, tomando como referencia su exitosa
implementacion en Uruguay para Cydia pomonella y Grapholita molesta. Se
evaluaron dos tratamientos, confusién sexual y control convencional, en
parcelas de 4ha cada uno, en tres predios con montes de manzanos y
durante dos temporadas. En las parcelas con confusién sexual se instalaron
500 emisores experimentales de feromona/ha de cada especie a principios
de noviembre. La eficacia se evalué mediante el registro de capturas de
machos adultos en trampas de feromonas, la evaluacién de dafios en frutos
y la determinacién de las tasas de apareamiento de adultos en jaulas. Para
establecer la durabilidad de los emisores, se determinaron por gravimetria
las tasas de liberacion de ambas feromonas en condiciones de campo.
Como resultado de la aplicaciéon de confusiéon sexual se produjo un completo
silenciamiento de las trampas de monitoreo. No se obtuvieron diferencias
significativas en relacion al porcentaje de dafio en frutos entre los
tratamientos. La tasa de apareamiento de A. sphaleropa, medida a través de
la puesta de huevos viables, fue significativamente menor en la parcela de
confusién sexual en relacion al control. Los emisores de feromona para
ambas especies duran toda la temporada productiva, con niveles sostenidos
de emision, no siendo necesario su reemplazo. El estudio demuestra que la
técnica de confusion sexual obtuvo resultados de control comparables al uso
de insecticidas, con la ventaja de no tener efectos nocivos sobre la salud

humana y el ambiente.

Palabras clave: Argyrotaenia sphaleropa, Bonagota salubricola, feromonas,

confusién sexual, frutales de hoja caduca
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Evaluation of sex pheromones for the control of native tortricids
(Lepidoptera: Tortricidae) in pome fruit trees

SUMMARY

The native leafrollers, Argyrotaenia sphaleropa and Bonagota salubricola
(Lepidoptera: Tortricidae), have become important pests of pome fruit trees.
It is possible to replace the current insecticide-based management with
alternatives with low environmental impact, such as the mating disruption
technique, taking as a reference its successful implementation in Uruguay for
Cydia pomonella and Grapholita molesta. Two treatments, mating disruption
and conventional control, were evaluated in plots of 4ha each, in three plots
with apple trees and during two seasons. In the plots with mating disruption,
500 experimental pheromone dispensers / ha of each species were installed
at the beginning of November. Efficacy was evaluated by recording adult
male captures in pheromone traps, evaluating fruit damage, and determining
adult mating rates in cages. To establish the durability of the dispensers, the
release rates of both pheromones were determined under field conditions. As
a result of the application of mating disruption there was a complete
shutdown of the monitoring traps. No significant differences were obtained in
the percentage of damage in fruits between the treatments. The mating rate
of A. sphaleropa, measured through the laying of viable eggs, was
significantly lower in the mating disruption plot in relation to the control. The
pheromone dispensers for both species last throughout the productive
season, with sustained levels of emission, not requiring their replacement.
The study shows that the mating disruption technique obtained control results
comparable to the use of insecticides, with the advantage of not having

harmful effects on human health and the environment.

Keywords: Argyrotaenia sphaleropa, Bonagota salubricola, pheromones,

mating disruption, deciduous fruit trees
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1. INTRODUCCION

1.1. PRODUCCION DE FRUTALES DE PEPITA EN URUGUAY

En Uruguay la produccion de frutales de hoja caduca ocupa una
superficie de 5400 hectareas, de las cuales 3400 estan dedicadas al cultivo
de frutales de pepita, principalmente manzano y peral (DIEA, 2019). El
cultivo de manzano es quien ocupa la mayor superficie con 2.677 hectareas
en produccién, representando casi el 50% de la superficie total. La
produccion se concentra principalmente en la zona sur del pais, en los
departamentos de Montevideo, Canelones, San José y Colonia (DIEA,
2018).

De un total de 747 productores de frutales de hoja caduca existentes al
afio 2016, 472 tienen plantaciones de manzanos (DIEA, 2016). Las
variedades mas plantadas en Uruguay pertenecen en su mayoria al grupo
de las manzanas rojas, siendo Red Chief, Red Delicious y Early Red One las
principales, con el 44% de la superficie. Con el 16% le sigue el grupo de las
bicolores, considerando Cripp’s Pink, Royal Gala y Fuji, y en menor
proporcion las manzanas verdes representado por la variedad Granny Smith
con un 12% (DIEA, 2018).

Para la temporada 2015-2016, la produccion total de manzanas en el
pais fue de 37.675 toneladas, teniendo como principales destinos el
mercado de frutas frescas (84.6%), la industria (11.1%) y la exportacion
(4.1%) (DIEA, 2018). El 46% del Valor Bruto de Producciéon (VBP) del total
de las especies caducas corresponde a lo aportado por la produccion de
manzanos (DIEA, 2012).

Un aspecto caracteristico de la fruticultura uruguaya es que se
desarrolla en predios relativamente pequefios, predominando la produccion
familiar, donde coexisten diversas especies y variedades de frutales. El 42%
de la produccién de manzanos y el 50% de la produccién de perales se



encuentra en parcelas menores a 10 ha, lo que hace muy complejo el
manejo de algunas plagas (Scatoni et al., 2011). Debido a que estos frutos
son destinados principalmente al consumo en fresco, su calidad cosmética
adquiere especial relevancia, tornandose inevitable el descarte comercial de
aguellos que presenten dafos o defectos, pudiendo esto traducirse en
grandes pérdidas econdmicas para los productores.

Considerando la importancia que tienen los cultivos de pepita en la
fruticultura nacional, es vasto el interés por parte del sector en adoptar
medidas de control efectivas para aquellas plagas que afecten directamente

el rendimiento de sus cosechas.

1.2. MANEJO DE PLAGAS EN EL CULTIVO DE MANZANO

El control quimico ha sido la estrategia mas comunmente utilizada para
el control de plagas en frutales. Sin embargo, las consecuencias
ocasionadas por el uso desmedido de insecticidas han promovido el
desarrollo y la implementacion del Manejo Integrado de Plagas (MIP) que da
uso a multiples tacticas para su control, fundamentadas en el conocimiento
de la biologia y ecologia de las plagas y los factores que influyen sobre ellas.
Las herramientas fundamentales del MIP son la monitorizacion, que permite
conocer el nivel poblacional de la plaga y para la cual se utilizan
principalmente trampas atrayentes, y el prondstico, que predice la velocidad
de desarrollo de la plaga mediante modelos fenoldgicos en base a grados
dia (Nufez et al., 1998).

A nivel mundial la utilizacion de métodos alternativos de control, como
la técnica de confusion sexual, ha permitido disminuir significativamente la
incidencia de las dos plagas mas importantes de la fruticultura, los tortricidos

Cydia pomonella (carpocapsa) y Grapholita molesta (grafolita).



1.2.1. Manejo de Cydia pomonella (Linnaeus, 1758) y Grapholita molesta

(Busck, 1916) en Uruquay

En nuestro pais estas plagas eran controladas Unicamente mediante la
aplicacion de insecticidas. En el afio 2006 se dieron una serie de dificultades
en la exportacibn de manzanas y peras a Brasil por detectarse en
inspecciones fitosanitarias en frontera la presencia de larvas vivas de
lepidépteros en el interior de los frutos. Debido a que Cydia pomonella es
plaga cuarentenaria para Brasil, y amparados en la legislacion brasilera, el
encontrar una larva viva, independientemente de la especie que se tratara,
significaba el rechazo de la partida de frutas. Por su parte, el mercado
europeo ya estaba adoptando una politica restrictiva en cuanto a los limites
maximos de residuos (LMR) de plaguicidas permitidos en la fruta importada
(Ndfiez et al., 2012).

A partir de esta situacién de los mercados se puso en marcha la
validacion de un protocolo de Manejo Integrado de Plagas (MIP) que
permitiera producir fruta de exportacion libre de carpocapsa y con un uso
racional de insecticidas. El Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA) entre el 2006-2008 inicia un proceso de ajuste de la técnica de
confusién sexual para el control de carpocapsa y grafolita a nivel predial.
Luego entre el 2008 y 2010 se inicia un periodo de validacién del protocolo
establecido para ser aplicado en areas amplias, primero en médulos de 50
ha y finalmente entre 2010 y 2013 se alcanzan las 300 ha en la localidad de
Melilla; realizado en el marco de un proyecto para la aplicacion de nuevas
tecnologias financiado por ANIl y en un acuerdo interinstitucional entre INIA,

Facultad de Agronomia y la Cooperativa JUMECAL.

En 2012 ocurre nuevamente el cierre de la frontera brasilera a las
exportaciones de fruta uruguaya por la presencia de larvas de lepidopteros.
En este contexto, dados los excelentes resultados que se estaban

obteniendo en el médulo de validacién en Melilla, surge el interés por parte



de la Direccion General de la Granja (DIGEGRA-MGAP) de extender esta
experiencia a toda el area de produccion de frutales de hoja caduca del sur

del pais.

Para levantar las restricciones impuestas tanto por los paises europeos
como por Brasil fue que se establecieron medidas sanitarias a través de la
implementacion del Programa Interinstitucional de Manejo Regional de
Plagas (DIGEGRA, DGSA, FAGRO e INIA). El programa tuvo como
objetivos disminuir las poblaciones de carpocapsa y grafolita, reducir las
aplicaciones de insecticidas y como consecuencia recuperar los mercados
de exportacién. ElI Programa fue creciendo y en la actualidad comprende
unas 3700 ha correspondientes al 95% del area fruticola del pais,
compuesta por aproximadamente 410 productores. Con la implementacion
de esta técnica se alcanzaron dafios menores al 0,5% ademas de lograrse la
reduccion sostenida de casi un 50% en el niumero de aplicaciones de
insecticidas. Se incentivé el uso de insecticidas con ingredientes activos mas
selectivos, lograndose la disminucion del uso de organofosforados y el
incremento de insecticidas reguladores del crecimiento de insectos (Zoppolo
et al., 2016). De esta forma no solo se mejora la inocuidad de los productos
sino que también se reduce el impacto negativo sobre el ambiente y la salud

de los trabajadores rurales.

Sin embargo, la aplicacion del control especifico de estas plagas en
programas de area extensa, mediante utilizacion de feromonas de confusion
sexual y en simultaneo con la reduccion del uso de insecticidas de amplio
espectro, resultdé en el aumento de la incidencia de otras plagas. Especies
gue hasta el momento eran consideradas plagas secundarias se volvieron
de gran relevancia para los frutales de pepita. Este fue el caso particular de
las especies nativas Argyrotaenia sphaleropa (Meyrick, 1909) y Bonagota
salubricola (Meyrick, 1937), conocidas como lagartitas de los racimos y de
los frutales respectivamente. Su importancia radica en que causan dafios

directos sobre el producto comercial desvalorizandolo completamente.



1.2.2. Argyrotaenia sphaleropa (Meyrick, 1909) vy Bonagota salubricola
(Meyrick, 1937)

1.2.2.1. Descripcion

Los tortricidos (Lepidoptera: Totricidae) son una familia de insectos que
comprende unas 8000 especies ampliamente distribuidas. Representan uno
de los grupos de lepidopteros de mayor importancia econémica tanto por el
namero de especies dafiinas como por la gravedad de los perjuicios que
ocasionan (Bentancourt y Scatoni, 2010). En Uruguay la familia tiene
fundamental importancia ya que en su mayoria son plagas de primer orden.
Los mayores perjuicios se dan en el area de la fruticultura donde la
incidencia de algunos de sus miembros genera anualmente graves dafos
exigiendo la adopcién permanente de medidas de control (Bentancourt y
Scatoni, 2006).

Se caracterizan por ser polillas pequefias de coloracién variada, con
alas anteriores uniformes o profusamente dibujadas. Presentan cabeza con
escamado aspero, antenas filiformes y epifisis tibiales con formula de
espolones tibiales 0-2-4. Los adultos en su mayoria tienen habitos
crepusculares y nocturnos, permaneciendo resguardados en el follaje
durante el dia. Las larvas se alimentan de diversas estructuras de las plantas
barrenando yemas, tallos, frutos, semillas y raices, llevando generalmente
una vida oculta. Los tortricidos pupan en aquellas partes de las plantas
previamente atacadas por las larvas, debajo de la corteza o en el suelo.
Argyrotaenia sphaleropa y B. salubricola pertenecen a la subfamilia
Tortricinae, que incluye parte de las especies mas comunes de la familia,
entre ellas un gran numero de larvas enrolladoras de hojas (Bentancourt et
al., 2009).

Como caracteristicas principales, A. sphaleropa presenta diferenciacion
de tamafio entre sexos, siendo la hembra adulta de mayor tamafio que el

macho con 15 mm de expansion alar y 12 mm respectivamente. Las alas



anteriores son de color castafio claro a castafio oscuro casi negro, aunque la
coloracion puede variar entre individuos. Un detalle particular de esta
especie es que sobre el margen posterior del ala se observa un disefio
triangular que cuando la polilla esta en posicion de reposo forma un rombo
en el dorso, siendo esto méas notorio en la hembra (Figura 1A). Por su parte,
el adulto de B. salubricola mide de 11 a 14 mm de expansion alar. Las alas
anteriores presentan en su parte basal tonos claros y oscuros resultantes de
la disposicion irregular de escamas negras, castafio rojizas y gris claro
(Figura 1B) (Bentancourt y Scatoni 2006, Nufiez y Scatoni 2013).

Las puestas de ambas especies son realizadas, por lo general, en el
haz de las hojas de las plantas de las cuales se alimentan. Los adultos de
ambas especies depositan sus huevos ligeramente superpuestos en masas
irregulares (Figura 1C, D). Las puestas se diferencian en que en B.
salubricola la masa de huevos esta cubierta por una sustancia blanquecina
gue se extiende por fuera de la misma formando un halo a su alrededor
(Figura 1D) (Bentancourt y Scatoni 2006, Nufiez y Scatoni 2013).

Las larvas de una misma puesta emergen de manera conjunta,
transcurren por cinco o seis estadios, y en una primera etapa se alimentan
del follaje para luego trasladarse a los frutos. Las larvas de ambas especies
son de coloracion verde (Figura 1E, F) y se diferencian Unicamente en dos
momentos, cuando la larva de primer estadio de B. salubricola presenta la
capsula cefalica negra y A. sphaleropa de color castafio claro, y durante el
cuarto y quinto estadio larval cuando B. salubricola desarrolla dos lineas
dorso-laterales blanquecinas a lo largo del cuerpo (Figura 1F) (Bentancourt y
Scatoni, 2002). Las pupas miden de 6 a 8 mm de longitud y, por lo general,
se encuentran envueltas por un capullo sedoso en el interior de hojas

plegadas o entre los frutos (Nufiez y Scatoni, 2013).



Figura 1. Adultos, puestas y larvas de ultimo estadio de Argyrotaenia
sphaleropa (A, Cy E) y de Bonagota salubricola (B, Dy F)

1.2.2.2. Origen, distribucién y hospederos

Argyrotaenia sphaleropa fue descrita por primera vez en 1909 como
Tortrix sphaleropa Meyrick (Bentancourt y Scatoni 1986, Manfredi-Coimbra
et al. 2001) y citada por primera vez en Uruguay como Eulia sphaleropa

(Meyrick) por Ruffinelli y Carbonell en 1953 quienes la sefialaron como plaga



del manzano. Por su parte, B. salubricola fue citada por primera vez para
nuestro pais por Biezanko y colaboradores en 1957 (Bentancourt y Scatoni
2006, Nufiez y Scatoni 2013).

Ambas especies son nativas del sur de América del Sur y su
distribucion actualmente esta restringida a la region. Argyrotaenia
sphaleropa se encuentra presente en Argentina, Bolivia, Brasil al sur de San
Pablo, Pert y Uruguay (Nufiez et al. 2002, Bentancourt y Scatoni 2006,
Nunez y Scatoni 2013), mientras que B. salubricola se encuentra en
Argentina, sur de Brasil y Uruguay (Bentancourt y Scatoni 2006, Bentancourt
y Scatoni 2010, Nufiez y Scatoni 2013). En Uruguay se encuentran
comunmente en Montevideo, Canelones, San José y en menor abundancia

en otros departamentos del pais (Bentancourt y Scatoni, 2002).

Estos totricidos autéctonos son notablemente polifagos teniendo como
hospederos una gran cantidad de especies vegetales perennes vy
caducifolias. Suelen encontrarse en diversas especies de frutales, plantas
ornamentales de parques y jardines y en especies herbaceas y malezas

(Bentancourt y Scatoni 2002, Nufiez y Scatoni 2013).

Ambas especies se han encontrado alimentdndose de frutales como
manzano, peral, ciruelo, duraznero, vid y citricos (Bentancourt y Scatoni
2006, Morandi-Filho et al. 2007, Meneguim y Hohmann 2007). Ademas
tienen otros hospederos secundarios como el ceibo, jazmin, ligustro,
madreselva, rosal, vinca y A. sphaleropa ademas fue reportada en caqui
(Manfredi-Coimbra et al. 2001, Morandi-Filho et. al 2007), algodon (Herrera,
2011) espina de la cruz, laurel, ligustrino, dalia, pimiento y rosa de la china

(Bentancourt y Scatoni 2006).

1.2.2.3. Ciclo estacional

En la zona sur del pais A. sphaleropa y B. salubricola presentan cuatro
y cinco generaciones anuales, respectivamente, las cuales se suceden

ininterrumpidamente a lo largo del afio debido a que no poseen diapausa.



Los grados dias requeridos para completar el ciclo total de desarrollo para A.
sphaleropa es de 473,3 GD con un umbral inferior de 11°C, y en inviernos
benévolos puede sucederse una quinta generacion (Manfredi-Coimbra et al.
2001). A su vez B. salubricola requiere 745 GD con un umbral inferior de 6,8
‘C que le alcanza para completar anualmente la quinta generacion que
permanece activa durante el invierno (Botton et al., 2000). Su polifagia les
permite desarrollarse sobre diversos hospederos y desplazarse de los
hospederos perennes a los frutales caducifolios a medida que transcurren
las generaciones.

Las larvas de la primera generacion de A. sphaleropa y B. salubricola
se desarrollan durante la primavera sobre diversas plantas, pero pocas
veces se presentan sobre cultivos, por lo cual sus dafios son de escasa
relevancia. Los adultos de esta generacion vuelan durante diciembre
generando las larvas de la segunda generacién. En manzano, el periodo
critico de ataque en fruta se registra en la primera quincena de enero.
Posiblemente las larvas causantes de estos dafios provienen de las puestas
de los adultos que vuelan en diciembre y cuyas larvas en los primeros
estadios se alimentaron de hojas. Las larvas de la tercera generacién que se
desarrollan principalmente durante febrero y marzo, suelen ser las que
ocasionan los mayores dafios, correspondiéndose con los meses de
cosecha de la uva, la pera y la manzana. Las larvas de la cuarta generacién
permanecen activas sobre plantas perennes como madreselva, jazmin y
ligustro entre otros hospederos alternativos. Exceptuando en los meses de
invierno, los periodos de vuelo de ambas especies son coincidentes durante
el resto del afio (Bentancourt y Scatoni 2006, Bentancourt y Scatoni 2010,
Nufiez y Scatoni 2013).

1.2.2.4. Dafios e importancia econOmica

Argyrotaenia sphaleropa y B. salubricola fueron histéricamente

consideradas plagas secundarias de la fruticultura bajo manejo



convencional, cuando la aplicaciébn de insecticidas de amplio espectro
dirigidos a las principales plagas Cydia pomonella y Grapholita molesta
también las controlaban. El uso de confusion sexual a nivel predial
fomentada por el Programa de Produccion Integrada provoco el paulatino

incremento de estas plagas.

Ambas especies producen dafios similares, no diferenciables, aunque
su incidencia econdémica ha sido reportada en periodos distintos. A.
sphaleropa se ha vuelto habitual en manzanos desde su primera mencion en
1953, y a partir de la década del 70 también en vid, mientras que B.
salubricola ha sido relevante desde la década del 80. La intensidad de sus
dafios varia entre afios y entre localidades. Cuando las densidades
poblacionales son elevadas, los perjuicios alcanzan particular severidad,
principalmente en los cultivos de manzano, peral y vid causando como

consecuencia grandes pérdidas econdémicas (Bentancourt y Scatoni, 2006).

En manzano, las larvas pequefias se ubican en los brotes en activo
crecimiento alimentandose del limbo de las hojas. A medida que crecen
perforan las mismas y las unen con hilos de seda para su proteccion. Estos
dafios son facilmente visibles, pero sin embargo resultan de escasa
importancia (Figura 2A, B). El problema comienza posteriormente cuando se
desplazan a los frutos, alojandose en la cavidad peduncular o en la unién de
dos frutos o de un fruto y una hoja. Este habito criptico les sirve de
proteccion, entre otras cosas, frente a la aplicacion de insecticidas
dificultando su accién (Nufiez y Scatoni, 2013). Las larvas, que nunca
penetran el fruto, se alimentan superficialmente de los mismos causando

lesiones de contorno irregular, quitandoles valor comercial (Figura 2C, D).

En vid se desarrollan tanto en hojas como en racimos, pero muestran
una marcada predileccion por estos ultimos. Al alimentarse directamente de
las bayas desmerecen completamente la calidad de los mismos. Estos

ataques adquieren mayor importancia luego del envero donde sus dafios
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representan una via de entrada para patdégenos causantes de podredumbres

(Bentancourt y Scatoni, 2006).

Existe cierta tendencia a que A. sphaleropa sea encontrada mas
comunmente en vid y B. salubricola en manzanos y perales (Nufiez y
Scatoni, 2013).

Figura 2. Dafo de lagartitas en brote de manzano (A) y larva de Bonagota
salubricola alimentandose de hoja de manzano con el enrollamiento
caracteristico de la misma (B). Dafo superficial en frutos consecuencia de la
alimentacion de una sola larva en racimo de manzanas (C) y peras (D) con

presencia de tela.
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1.2.2.5. Manejo de ambas plagas

En la actualidad, la estrategia mas utilizada para el control de las
lagartitas es la aplicacion de insecticidas especificos en base a un umbral
establecido de capturas de machos adultos en trampas de feromona. Se
coloca una trampa de cada especie cada 4 hectareas de cultivo, y si las
capturas sumadas de A. sphaleropa y B. salubricola en ambas trampas

supera los 20 adultos/semana se procede al control quimico.

Los tipos de insecticidas recomendados para su control son los
fisioldgicos o reguladores del crecimiento y las Spinosinas. Por lo general, en
promedio, son necesarias de tres a cuatro aplicaciones de insecticidas por
temporada para obtener fruta de valor comercial (Nafiez et al., 2002). Sin
embargo, muchas veces el control quimico no es suficiente para reducir el
impacto de estas plagas por debajo del nivel de dafio econdémico, no

alcanzandose asi los niveles de control deseados (Nufiez y Scatoni, 2013).

1.3. FEROMONAS SEXUALES DE LEPIDOPTEROS

Los insectos dependen en gran medida de su sistema olfativo como
medio de percepcion del entorno; de hecho, usan una variedad de claves
qguimicas volatiles para regular muchos de sus procesos vitales. Estas claves
0 sefales quimicas consisten en una amplia gama de semioquimicos, esto
es, sustancias quimicas que permiten el intercambio de informacidon entre
organismos (Witzgall et al., 2008). Cuando la interaccion tiene lugar entre
dos organismos de la misma especie el semioquimico actia como una sefal
intraespecifica y se conoce como feromona. El término feromona fue
definido por Karlson y Lischer (1959) como aquellos compuestos que
emitidos por un individuo, incluso en pequefas cantidades, inducen
reacciones especificas de comportamiento o desarrollo en individuos de la

misma especie.
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En los lepidopteros la comunicacion quimica mediante feromonas
cumple, entre otros, un rol muy importante en su biologia reproductiva. Las
feromonas sexuales son compuestos generalmente volatiles, emitidos por
individuos adultos para atraer al sexo opuesto con fines reproductivos. La
estructura y estereoquimica de los diferentes componentes de la feromona,
asi como sus proporciones relativas en la mezcla, determinan la

particularidad de que sean especie-especifica (Sellanes, 2011).

Las hembras son quienes emiten las feromonas sexuales para atraer
machos co-especificos desde largas distancias. Son producidas en las
glandulas abdominales y conformadas por una mezcla de componentes en
proporciones definidas y especificas. La emision de feromona involucra un
comportamiento especializado conocido como “llamada”, que consiste en la
extrusion de la glandula de feromona. Esta ocurre a una determinada hora
del dia y su periodicidad tiene un ritmo circadiano. Los machos perciben las
feromonas sexuales emitidas por hembras de su misma especie (o0 desde un
punto fijo en el espacio) a través de sus antenas. La feromona se difunde en
el aire adquiriendo una distribucién caracteristica conocida como pluma de
olor, a la que el macho responde a contra viento (anemotaxis positiva) con
un vuelo constante en zigzag hacia la fuente de emision de la sefial. (Howse
1998, Witzgall et al. 2010, Sellanes 2011, Gonzalez et al. 2012, Heguaburu
et al. 2019). Desde el punto de vista quimico, las feromonas sexuales de
lepidopteros son en su mayoria cadenas hidrocarbonadas oxigenadas de

cadena media a larga, y se componen por alcoholes, acetatos o aldehidos.

1.3.1. Aplicacion de las feromonas sexuales de lepidépteros

Actualmente se conoce que la aplicacion de feromonas sexuales para
el control de plagas ofrece varias ventajas con respecto a la aplicacién de
insecticidas convencionales (Witzgall et al., 2008). Las caracteristicas mas
destacables de las feromonas sexuales es que son especificas,

biolégicamente activas en cantidades extremadamente bajas (nanogramos)
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y son volatiles e inocuas, no resultando téxicas para el ambiente ni la salud
humana (Witzgall et al. 2010, Heguaburu et al. 2019, Guerrero et al. 2020).
El descubrimiento del potencial que tienen estas sustancias quimicas en la
modificacion del comportamiento de los insectos surgiéo luego de la
identificacion de la primera feromona sexual denominada bombicol
perteneciente al gusano de seda (Bombyx mori, Lepidoptera: Bombycidae)
(Butenandt, 1959). A partir de la década del 60 se comenzé a profundizar en
el estudio de la comunicacion quimica en insectos plagas agricolas y
forestales, con el objetivo de desarrollar estrategias de manejo alternativas al
uso de insecticidas y menos nocivas para el ambiente y la salud humana
(Witzgall et al. 2010, Gonzalez et al. 2012). Tras varias décadas de avance
en el estudio de semioquimicos (www.pherobase.com), las feromonas
sexuales son las que han sido estudiadas mas intensamente y, en

consecuencia, mas explotadas en aplicaciones practicas.

Las feromonas sexuales de lepidépteros han resultado muy utiles en la
agricultura, especialmente en programas de manejo integrado (MIP), siendo
utilizadas para la deteccion y monitoreo poblacional de plagas, asi como
para el control de las mismas mediante diversas estrategias como la
confusién sexual (mating disruption), el trampeo masivo, atracticidas (attract
and kill) y repeler y atraer (push-pull) (Gonzalez et al. 2012, Guerrero et al.
2020).

1.3.1.1. Deteccion y monitoreo

Este ha sido el uso mas extendido y exitoso de las feromonas sexuales
a nivel mundial. Las capturas de machos en trampas cebadas con septos de
feromonas sintéticas de hembras permiten detectar la presencia de un
insecto especifico y determinar su fluctuacion poblacional en el transcurso
del tiempo (Figura 3). El monitoreo de la poblacion permite relacionar las
capturas de machos en trampas con la abundancia de la plaga, pudiendo

utilizarse como método predictivo. Esto ha posibilitado la utilizacion de
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umbrales de capturas preestablecidos que determinen los momentos mas
oportunos para aplicar medidas de control (Witzgall et al. 2010, Nuafiez y
Scatoni 2013, Heguaburu et al. 2019). EI monitoreo también puede

emplearse para verificar la efectividad de las medidas de control aplicadas.

Figura 3. Trampa tipo delta triangular utilizada cominmente para monitoreo
de lepidopteros en cuyo centro se coloca el septo impregnado con la
feromona sexual de la especie objetivo (izquierda) y en la base se sitla un

piso engomado donde quedan retenidos los machos capturados (derecha).

1.3.1.2. Técnica de confusidon sexual y su aplicacion en plagas del

manzano

Como los insectos dependen de la comunicacion mediante feromonas
sexuales volatiles para el apareamiento, la saturacion de un cultivo con
grandes cantidades de feromona sexual de una especie, por periodos
prolongados, puede interrumpir la comunicaciOn quimica entre sexos Yy
suprimir el apareamiento al interferir con la busqueda de pareja (Miller et al.
2006, Witzgall et al. 2010). Este mecanismo de control es conocido como
técnica de confusion sexual o interrupcion del apareamiento, y para la misma
no es necesario utilizar una mezcla que imite exactamente la feromona
natural del insecto para que resulte efectiva (Witzgall et al. 2010, Heguaburu
et al. 2019). De hecho, el efecto de confusion puede llegar a funcionar
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utilizando Unicamente el componente mayoritario de la mezcla o mezclas
simplificadas (Stelinski et al., 2008), aunque en este ultimo caso puede darse
el fenbmeno de resistencia como sucedid con Adoxophyes honmai
(Lepidoptera: Tortricidae) en el cultivo de té (Mochizuki et al., 2002). La
emision al medio de una version sintética de la feromona natural del insecto
en cantidades suficientes (gramos) como para crear una concentracion
uniforme de la sustancia en el aire, enmascara la feromona natural de la
hembra haciéndola imperceptible para el macho. De esta forma se
compromete la capacidad del sistema olfativo de los machos para recibir el

estimulo de la feromona natural de la hembra.

Esta técnica de manejo de plagas es aplicada exitosamente para el
control de lepidopteros, fundamentalmente polillas, y otras plagas que
dependen de la comunicacién quimica a larga distancia (Miller et al., 2006).
Su implementacion genera reduccion en el nimero total de apareamientos
como resultado de la inhibicion sensorial, el enmascaramiento de trazas
olfativas naturales y la competencia entre feromona sintética y natural,
resultando en un retraso en el apareamiento. La combinacion de estos
efectos conduce a una reduccién de la capacidad reproductiva global del
insecto objetivo y, en consecuencia, una reduccion en la poblacién de la

siguiente generacion (Miller et al. 2006, Gonzélez et al. 2012).

Existe en la actualidad una industria viable de feromonas que se
encuentra en estado de expansion. Hasta el momento se han desarrollado
diversos productos de confusiéon sexual para mas de una veintena de
especies de insectos, que son aplicados en mas de 750.000 hectareas en
todo el mundo (Miller y Gut, 2015).

Desde los afios noventa hasta la actualidad, el uso de confusion sexual
ha venido creciendo casi exponencialmente en ciertos cultivos. Entre los
ejemplos mas conocidos de uso exitoso de esta técnica para la proteccion

de cultivos es para el control de Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera
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Tortricidae) y Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae) en

frutales de hoja caduca.

La polilla de la manzana Cydia pomonella, cominmente conocida como
Carpocapsa, es una de las principales plagas que ha impulsado la
investigacion y los programas de desarrollo de la industria de
semioquimicos. Tanto asi, que mas de 220.000 hectareas de frutales de
pepita en todo el mundo son tratadas anualmente con formulaciones
sintéticas de feromonas para esta plaga de forma exitosa (Stelinski et al.
2008, Miller y Gut 2015). Los inconvenientes ocasionados por el uso de
insecticidas fueron un fuerte incentivo para el desarrollo de la confusién
sexual de esta especie durante la década de 1990. Histéricamente, el metil-
azinfos, un insecticida organofosforado neurotoxico, fue el mas eficaz para el
control de carpocapsa. Sin embargo, la creciente incidencia de resistencia
fisiologica debido al uso repetido y persistente exigid opciones de control

alternativas.

Existen diversos aspectos que determinan el éxito de esta técnica, uno
fundamental es la correcta y suficiente saturacion del aire del cultivo con la
feromona sintética del insecto objetivo, que depende directamente de las
caracteristicas de los emisores de feromona. Desde que se logré la sintesis
de feromonas a escala industrial a final de los afios ochenta, posibilitando el
uso comercial de la confusién sexual, la tecnologia asociada al disefio y
desarrollo de los emisores de feromona ha tenido un rol fundamental en el
avance de esta técnica (Witzgall et al. 2010, Heguaburu et al. 2019). Existe
una gran variedad de emisores de feromona, sin embargo los mas utilizados
son aquellos de aplicacion manual, y entre éstos, los mas comunes son los

emisores de alambre forrados con polietileno (Heguaburu et al., 2019).

Distintos factores pueden provocar la pérdida de feromona contenida
en los emisores. Las altas temperaturas y la mayor velocidad del viento
hacen que aumente la tasa de liberacion de la feromona, agotandose mas

rapidamente el contenido del emisor. La configuracion del predio, el relieve
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del terreno y la descomposicion por accion de rayos UV también aumentan
las pérdidas. Por ello, el disefio de estas formulaciones se ha enfocado en
obtener dispensadores que permitan la liberacion de feromona durante un
tiempo prolongado, la proteccion del ingrediente activo que es sensible a la
degradacion, y que sean de f4cil aplicacion y accesibilidad en el mercado
(Miller y Gut, 2015).

La efectividad de la técnica de confusion sexual depende a su vez de
caracteristicas del predio, en particular el tamafio del area a tratar y la
densidad de poblacion del insecto a controlar (Sellanes, 2011). La confusion
sexual es mas efectiva si es aplicada en grandes é&reas, en lo que
comunmente se conoce como manejo de plagas en area extensa (Zoppolo
et al., 2016). Esto se debe a que las grandes superficies reducen el efecto
inmigratorio de hembras gravidas hacia el interior de las parcelas tratadas, al
disminuir la incidencia de los bordes, facilitando ademas la homogénea
circulacion de la feromona, limitando la pérdida lateral del ingrediente activo
(Witzgall et al., 2010). La técnica ademas resulta eficaz cuando la densidad
poblacional del insecto a controlar es baja, es por ello que los emisores
deben instalarse temprano en la temporada con el fin de actuar sobre los
primeros machos adultos emergidos, siendo a veces necesaria una
aplicacion previa de insecticida para disminuir la poblacion inicial de la plaga
(Witzgall et al. 2008, Witzgall et al. 2010, Miller y Gut 2015, Heguaburu et al.
2019).

El parametro mas comunmente utilizado para indicar si la confusion
sexual fue exitosa son los datos de capturas de machos en trampas de
feromona colocadas dentro del cultivo. Es de esperar que en un ambiente
saturado con feromona las capturas obtenidas sean cercanas a cero. Sin
embargo, es posible registrar bajas capturas en trampas y aun asi detectar
un numero considerable de hembras copuladas, ya que estas pueden

ingresar fecundadas de fuera de la parcela tratada con confusion sexual. Por
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esto, se hace imprescindible complementar estos datos con la inspeccion
visual del cultivo para evaluar posibles dafos (Sellanes, 2011).

1.3.1.3. Feromonas sexuales de Argyrotaenia sphaleropa y Bonagota

salubricola

Las feromonas sexuales de A. sphaleropa y B. salubricola estan
identificadas y se componen por mezclas de compuestos. La de A.
sphaleropa fue identificada en nuestro pais y estd compuesta por (Z,Z2)-
11,13-tetradecadienal (Z11,13-14:Ald), (Z)-11-tetradecenal (Z11-14:Ald),
acetato de (Z)-11,13-tetradecadienilo (Z11,13-14:Ac) y acetato de (Z)-11-
tetradecenilo (Z11-14:Ac), en una proporcion relativa de 4:1:40:10 en
glandulas de hembras (Nufiez et al. 2002). Sin embargo, posteriormente, se
demostré que a nivel de aplicacidbn en campo los mejores resultados se
obtuvieron utilizando una mezcla de los componentes Z11,13-14:Ac, Z11,13-
14:Ald y Z11-14:Ald en proporciones 4:4:1, respectivamente (Legrand et al.
2004, Bavaresco et al. 2005, Morandi-Filho et al. 2007).

La feromona sexual de B. salubricola contiene un componente
mayoritario que es el acetato de (E,Z)-3,5-dodecadienilo (E3,Z25-12:Ac) y dos
componentes minoritarios: acetato de (Z)-9-hexadecenilo (Z9-16:Ac) y
acetato de (2)-5-dodecenilo (Z5-12:Ac) en proporciones 8:1:1,
respectivamente (Unelius et al.1996, Eiras et al.1999). En el caso de esta
feromona los mejores resultados de monitoreo se logran utilizando los tres

componentes de la mezcla y no asi individualmente (Nafez, 1999).

La feromona sintética de B. salubricola se encuentra actualmente
disponible comercialmente para su utilizacibn en monitoreo (ISCA
Technologies, Alpha Scents Inc.). En Brasil, Pastori et al. (2012) evaluaron la
técnica de confusion sexual para esta especie, en simultaneo con la de
Grafolita, mediante una tnica formulacion de tipo SPLAT®. Este trabajo es el

primer y Unico antecedente que existe de evaluacién de este método para
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esta plaga, en el cual se obtuvieron resultados promisorios. Entre ellos, las
capturas de machos en trampas de feromona de B. salubricola fueron
menores en las parcelas tratadas con confusion sexual, y la instalacion de
los emisores temprano en la temporada (octubre) fue la mas eficiente en la

disrupcion del apareamiento.

La feromona sintética de A. sphaleropa también se encuentra
disponible comercialmente con fines de monitoreo (Alpha Scents Inc.).
Asimismo, la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica ha
estado sintetizando esta feromona para impregnar septos que son
distribuidos y utilizados para monitoreo por parte de los productores
integrantes del Programa de Manejo Regional de Plagas. Aungque en nuestro
pais se ha logrado poner a punto la sintesis de esta feromona, la escala de
trabajo alcanzada ha sido de 15 gramos, resultando insuficiente para la
implementacion de la técnica de confusion sexual, la cual requiere una
escala minima de 50 gramos/hectarea (Heguaburu et al., 2019). Debido a
esta dificultad y a la no disponibilidad comercial de emisores de feromonas
de A. sphaleropa y B. salubricola fue que se trabaj6é en colaboracién con la
empresa Shin-Etsu Chemical Co., Ltd. (Japdén), dedicada a la sintesis de
feromonas a gran escala, quién produjo las partidas experimentales de los

emisores de feromonas para la realizacion de este trabajo.

Para el sector fruticola nacional seria importante continuar con el
desarrollo e implementacion de métodos de control mas sustentables,
menos nocivos para la salud y el medio ambiente, y que ademas puedan ser
utilizados en conjunto con la confusion sexual de Carpocapsa y Grafolita. Es
por esto que el estudio y aplicacion de la técnica de confusion sexual para
las lagartitas de los frutales se visualiza como una herramienta factible y

promisoria (Legrand et al. 2004, Bavaresco et al. 2005, Pastori et al. 2012).
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Las hipotesis de trabajo planteadas fueron:

1. La utilizacién de feromonas sexuales mediante la técnica de
confusion sexual es eficiente en el control de Argyrotaenia sphaleropa y
Bonagota salubricola.

2. La técnica de confusién sexual es tan o mas eficiente que el

control convencional con insecticidas.

3. Los emisores de feromona de ambas especies emiten

feromona en cantidad suficiente durante la temporada productiva.

El objetivo general del presente trabajo fue desarrollar una estrategia
de control para Argyrotaenia sphaleropa y Bonagota salubricola como

alternativa al control quimico convencional en los frutales de pepita.
Los objetivos especificos planteados fueron los siguientes:

1. Evaluar la eficacia de la confusion sexual para el control de

Argyrotaenia sphaleropa y Bonagota salubricola.

2. Evaluar la duracion de la emisiéon de ambas feromonas.

Este trabajo se enmarco en el proyecto “Produccion y evaluacion de
feromonas sexuales para el control de tortricidos nativos (Lepidoptera:
Tortricidae) en frutales de pepita” del Departamento de Quimica del Litoral,
un trabajo en conjunto de las Facultades de Quimica y Agronomia. Dicho
proyecto fue financiado por el Fondo de Promocion de Tecnologia
Agropecuaria (FPTA) del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
(INIA).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. SITIOS DE ESTUDIO Y APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS

La técnica de confusion sexual para el control de A. sphaleropa y B.
salubricola fue evaluada durante tres temporadas productivas consecutivas,
desde la primavera de 2016 hasta el otofio de 2019, en establecimientos
fruticolas de la zona sur de Uruguay. Los predios seleccionados participaban
del Programa de Manejo Regional de Plagas, por tanto, habian
implementado desde el afio 2012 el uso de confusion sexual para
carpocapsa (Cydia pomonella) y grafolita (Grapholita molesta) con emisores

ISOMATE® a razon de 500 y 250 emisores/ha, respectivamente.

Para la evaluacidon del uso y eficacia de las feromonas sexuales de
ambas especies se seleccionaron tres predios que tuviesen cultivos
comerciales de manzanos e historial de dafio de estas plagas. Los mismos
estaban ubicados en la zona fruticola de Melilla, en el Departamento de
Montevideo. Los cuadros de manzanos, en su mayoria, estaban instalados
en alta densidad con un marco de plantacién de 3,7 — 4 m entre filasy 1 m
entre plantas. La edad promedio estimada de los mismos era de 10 a 12
afios de antigiiedad. Las principales caracteristicas de los sitios de estudio
se muestran en el Cuadro 1. Para el andlisis se utilizd un disefio en blogues
completos al azar para todos los afios, considerando cada predio como un

bloque.

En cada bloque se evaluaron dos tratamientos: confusion sexual con
instalacion de emisores de feromona de A. sphaleropa y de B. salubricola, y
control convencional con aplicacion de insecticidas segun informacion
proporcionada por el monitoreo en trampas. En cada sitio de estudio se
definieron dos parcelas de aproximadamente 4 hectareas cada una,
separadas por un minimo de 200 m. Los tratamientos fueron asignados a

cada parcela segun la direccion de los vientos dominantes durante la
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temporada para evitar la deriva de feromonas desde el tratamiento de

confusion sexual hacia el control. A las parcelas se les asigné el mismo

tratamiento en los tres anos del estudio, en los tres sitios. Ademas, en cada

predio, ambos tratamientos debian compartir las mismas variedades o

variedades de similar fecha de cosecha, para hacer posible la comparacién

de los resultados (Figura 4).

Cuadro 1. Principales caracteristicas de los sitios de estudio. Descripcion de

las variedades de manzano y superficie (ha) de los cuadros que componen

las parcelas de ambos tratamientos en cada predio.

Predio 1 2 3
: iz Cno. El Polvorin
Ubicacion ] y Cno. Los Pirinchos Cno. Paja Brava
Los Naranjos
Coordenadas 34°482.65"S 34°44'10.05"S 34°43'54.97"S
56°17'3.28"0O 56°17'57.07"0 56°19'39.77"0
Variedad Superficie Variedad Superficie Variedad Superficie
Red
= Gala 0,89 o 0,65
S delicious
)
c Red-Gala 1,75 Genérico** 1,29 Early red 360
Ne) )
& one
= Galaxy-Red 0,53
g o Red scarlet 0,65
g © Red chief 0,61
[
= Early red
= _ Gala 1,64 Y 1,80
S one
o 2 ) Early red
= Red-Gala* 1,22 Red chief 1,28 4,10
o 9 one
o z
o . Red
) Red chief 0,74 o 0,60
delicious

* Red-Gala: alternancia de una fila de Gala cada dos filas de Red delicious

** Genérico: variedad de manzano desconocida por el productor

23




Predio 1 ; : Leyenda
Cuadrosfvariedades

() Parcela Control (rojo) y Confusion sexual (verde)

Red chief
4

Predio 2 S
Cuadrosivariedades

Parcela Control (rojo) y Confusion sexual (verde)

‘Re(i delicious ‘Gene"fio

‘Red delicious ‘G.’—)la)y-

‘Red chief
‘tar\,' red one
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Predio 3 Leyenda

Cuadrosfvariedades
Parcela Control (rojo) y Confusion sexual (verde)

‘Ear\v red one

.,

300 m

Figura 4. Imagen aérea de los tres predios (identificados en el margen
superior izquierdo). Las parcelas delimitadas en color verde corresponden al
tratamiento de confusién sexual y en color rojo al control convencional, con

sus respectivas variedades de manzano.

El primer afio del ensayo, correspondiente a la temporada 2016/17, fue
realizado Unicamente en el predio 1, a modo de evaluacién exploratoria,
mientras que en las siguientes dos temporadas se incorporaron en el estudio
a los otros dos predios. Por tanto, de los datos obtenidos de esa evaluacién
exploratoria solo se incluiran y analizaran en este trabajo aquellos que
permitan una comparacién estadistica con los obtenidos de las siguientes
dos temporadas (ver evaluacion de la tasa de liberacion de feromonas en

condiciones de campo, seccion 2.2.4).

2.1.1. Aplicacion de la confusion sexual

El registro de las capturas de machos adultos en trampas de feromona
(PHEROCON ® VI Trap, TRECE) instaladas y monitoreadas desde
principios de octubre (ver monitoreo de adultos, seccién 2.2.1), permitio

identificar el momento mas oportuno para la instalacion de los emisores de
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confusion sexual de ambas especies, previo al vuelo de adultos de
diciembre. Los emisores de confusion sexual utilizados son los de tipo
cuerda (Figura 5), fabricados en polietileno y de forma individual para cada
especie, que fueron proporcionados como partida experimental por la
empresa Shin-Etsu Chemical Co., Ltd. (Japdn). Se recibieron sellados al
vacio y se mantuvieron en freezer hasta el momento de su instalacion en los
primeros dias de noviembre de cada afio. Cada emisor contenia 100 mg de
mezcla de ingredientes activos con una composicion quimica como se
detalla en el Cuadro 2.

Los emisores se instalaron manualmente y fueron dispuestos en el
tercio superior de las plantas, evitando la incidencia directa de los rayos
solares para prevenir una rapida descomposicion de la feromona. La
densidad colocada fue de 500 emisores de cada especie por hectarea,
equivalente a una dosis de 50 gramos de feromona por hectarea. La
distribucion de los mismos se hizo en funcién del marco y la densidad de
plantacién de los cuadros que integran cada parcela. A su vez, se reforzaron
los bordes de la parcela colocando alli mayor numero de emisores. Estos
emisores son biodegradables por lo que no es necesario retirarlos al final de

cada temporada.

Cuadro 2. Composicién de la feromona formulada para cada especie segun
datos del fabricante (Shin-Etsu Chemical Co.).

Especie Componentes Proporciones

(2)-11,13-Tetradecadienal 85
Argyrotaenia Acetato de (Z)-11,13-tetradecenilo 5
sphaleropa (2)-11-Tetradecenal

Acetato de (Z2)-11-tetradecenilo

Bonagota Acetato de (E,Z)-3,5-dodecadienilo 47,6
salubricola Acetato de (E,Z)-3,5-tetradecadienilo 2,4
Acetato de (Z)-5-dodecenilo 2,4
Acetato de (Z)-9-hexadecenilo 47,6
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Figura 5. Emisores tipo cuerda de polietileno para confusion sexual de

Argyrotaenia sphaleropa de color rojo (izquierda) y de Bonagota salubricola

en color marrén (derecha).

2.1.2. Manejo de plagas en las parcelas experimentales

Las parcelas experimentales tuvieron un manejo diferencial durante la
temporada. En la parcela con confusion sexual no se permitié la aplicacién
de insecticidas tales como organofosforados, piretroides, metoxifenocide,
spinosad y spinetoram, porgue tienen control sobre A. sphaleropa y B.
salubricola, enmascarando asi el posible efecto de las feromonas. Solo se
permitié6 aplicar insecticidas dirigidos a estas especies cuando los datos
obtenidos del muestreo semanal de frutos indicasen un dafio mayor a 1%,
considerado como el maximo dafio aceptable, en concordancia con los

productores.

Por su parte, en la parcela de control estaban permitidas las
aplicaciones de insecticidas especificos para A. sphaleropa y B. salubricola

cuando se superase el umbral de capturas establecido de 20 adultos por
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semana en trampas de ambas especies sumadas. Para el control de otras
especies plagas del manzano el productor realiz6é el manejo habitual.

Al final de cada temporada se recabd la informacién de los insecticidas
aplicados en las parcelas de ambos tratamientos en todos los predios, los
que fueron extraidos de la base de datos del Registro Nacional Frutihorticola
(DIGEGRA 2020). Esta informacién se utilizd para la comparacién entre
tratamientos, pero también, para corroborar que efectivamente no se
hicieron aplicaciones con insecticidas que controlaran lagartitas en las

parcelas de confusion sexual (ANEXO 6.1).

2.2. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LA CONFUSION SEXUAL

La eficacia de la interrupcion del apareamiento para A. sphaleropa y B.
salubricola se evalu6 de tres maneras: mediante el registro de las capturas
de machos adultos en trampas de feromonas (“silenciamiento” de trampas),
por medio de la evaluacion de dafios en frutos a lo largo de la temporada, y
mediante las tasas de apareamiento de adultos en jaulas. Ademas, se
midieron las tasas de liberacion de ambas feromonas en condiciones de
campo para determinar la durabilidad del emisor, y con ello la eventual
necesidad de reinstalacion.

2.2.1. Monitoreo de adultos

Se instalaron 24 trampas delta (15 x 15 x 25 cm, PHEROCON ® VI
Trap, TRECE) en cada tratamiento de los tres pedios (Figura 6). Doce de
ellas fueron cebadas con la feromona de A. sphaleropa en septos de goma
(Sigma-Aldrich, blanco, 8 mm O.D.) impregnados con mezcla 9:4:4:1 (BHT":
Z11,13-14Ac : Z11,13-14Ald : Z11-14Ald) de la feromona sintetizada por el
equipo de la Dra. Viviana Heguaburu del Departamento de Quimica del

Litoral del Centro Universitario Regional Litoral Norte, Udelar. En la otra

! Butilhidroxitolueno (BHT), agente estabilizante.
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mitad se colocaron septos impregnados con feromona de B. salubricola de
origen comercial marca ISCA Technology (0,14% de E3,Z5-12Ac + Z9-16Ac,
99,86% latex) que fueron adquiridos en la cooperativa Jumecal. Para ambos
casos, los septos fueron ubicados en el centro de las trampas delta,
remplazandose mensualmente los de A. sphaleropa y cada 60 dias los de B.
salubricola. Los pisos engomados de las trampas (TRECE), que fueron
provistos por la cooperativa Jumecal, se renovaron cada vez que fue

necesario por saturacion de insectos.

Las trampas se instalaron a principios de octubre y se retiraron en abril.
Se colocaron en el tercio superior de las plantas y se distribuyeron en el
centro y en los bordes de cada parcela (Figura 7). Fueron inspeccionadas
semanalmente con el fin de determinar la fluctuacién poblacional de la plaga
a través del registro de las capturas de machos adultos. De esta manera, las
trampas permitieron detectar picos de vuelos de adultos y asi prever los

momentos de emergencia de larvas. Esto posibilitd, en las parcelas de

control convencional, tomar las medidas de mitigacion correspondientes.

Figura 6. Trampa delta utilizada en los ensayos (15 x 15 x 25 cm,
PHEROCON ® VI Trap, TRECE) (izquierda), instalacion de trampa en el

tercio superior de un arbol de manzano (derecha).
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Las trampas ubicadas en las parcelas de confusion sexual también
fueron monitoreadas durante toda la temporada como forma de verificar si la
feromona estaba actuando como un disruptor del encuentro entre machos y
hembras. Especificamente, la ausencia de capturas en las trampas de
monitoreo, a veces referido como un “silenciamiento” de las mismas,
indicaria que los machos no pueden localizar emisores de feromona, por lo

tanto se asume gue no pueden localizar a las hembras.

Con el objetivo de conocer si ambos tratamientos dentro de un mismo
predio partian de la misma poblacion inicial de la plaga se analizaron los
datos de capturas de machos previo a la instalacion de los emisores de
confusién sexual. Para la comparacion entre tratamientos dentro de un
mismo predio se determind el valor promedio de las capturas acumuladas y
se aplicé la prueba de Wilcoxon para muestras independientes mediante el
software estadistico Infostat.

Por otra parte, las capturas semanales de machos en cada trampa,
tratamiento y afio se acumularon a lo largo de la temporada. Para el analisis
de los datos, se utilizd el promedio de las 12 trampas de cada especie para
la comparacién entre tratamientos y afios en cada predio. Para ello se
emple6 un Modelo Lineal Mixto Generalizado (GLMM), asumiendo
distribucion Poisson para la variable definida como capturas acumuladas
promedio por tratamiento. Debido a la dispersion excesiva de los datos se
utilizd un enfoque de Quasi Poisson mediante el software Infostat conectado
al estadistico R. Se incluyeron como efectos fijos el afio, el predio, el
tratamiento y la interaccién de afio y tratamiento. Se utilizé el método de
comparacion multiple DGC para separar las medias de tratamiento (Di
Rienzo et al., 2002).
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Figura 7. Distribucion de las trampas de feromona en la parcela de control
convencional (A, C, E) y en el tratamiento de confusion sexual (B, D, F) de
los predios 1, 2 y 3, respectivamente. C: control convencional; T: tratamiento

con confusion sexual; A: Argyrotaenia sphaleropa; B: Bonagota salubricola.
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2.2.2. Evaluacion de darfios

Debido a que los ensayos tuvieron lugar en predios comerciales, se
estableci6 un monitoreo semanal de frutos que permitiera detectar
rapidamente si el dafio por lagartitas excedia el maximo admisible de 1%.
Por ello, a partir del mes de diciembre, se monitorearon semanalmente 400
frutos/ha en cada tratamiento seleccionando al azar 20 arboles y observando
20 frutos por arbol. EI monitoreo consistié en la observacion visual de los
frutos para detectar presencia de larvas y/o dafio caracteristico de ambas
plagas. Si al momento del muestreo se encontraba presente la larva sobre el
fruto se le considerd dafio nuevo, de lo contrario se registré como dafio viejo.
Ademas, en simultdneo, se realizé inspeccion visual de brotes para
identificar ese tipo de dafio. En aquellos casos en que se constatd dafio
nuevo, los frutos con larvas fueron llevados al laboratorio de Entomologia
(Facultad de Agronomia, Udelar). Alli se las mantuvo para que culminaran su
desarrollo y proceder a la identificacién del adulto, dado que las larvas en los
primeros estadios y los dafios de estas dos especies no son diferenciables

entre si.

Este monitoreo se realizO6 con el Unico objetivo de informar
semanalmente al productor de los porcentajes de dafio en frutos y para
poder detectar cualquier incremento de los mismos por encima del 1%. Los

datos obtenidos de este monitoreo no seran analizados estadisticamente.

Para poder analizar estadisticamente los datos de dafios se decidio
llevar a cabo un monitoreo mas exhaustivo de frutos. Para ello, se delimito
un area de 0,5 hectareas dentro de cada tratamiento en los tres predios. En
esa superficie y en cada muestreo, se seleccionaron un tercio de la totalidad
de las filas, se escogieron 8 arboles al azar y se muestrearon 20 frutos en
cada uno, alcanzando un total de 800 frutos en cada monitoreo. Se observo
dafio nuevo y viejo en frutos y se registraron las filas y arboles que fueron

muestreados. Este monitoreo se hizo una vez por mes durante los meses de
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enero a marzo, y al seleccionarse filas diferentes en cada fecha, al mes de
marzo todas las filas habian sido inspeccionadas.

Para el andlisis de los datos se consideré el arbol como repeticion y la
informacion obtenida permiti6 comparar el dafio total para las tres fechas,
entre la parcela de confusion sexual y la de control convencional, en los tres
predios. El porcentaje de fruta dafiada, para cada afio se analizo utilizando
GLMM, asumiendo una distribucién binomial. En el andlisis se incluyeron el
tratamiento, la fecha de muestreo y la interaccion de tratamiento y fecha de

muestreo como efectos fijos.

2.2.3. Apareamiento de adultos en jaulas

La efectividad de la técnica de confusion sexual para A. sphaleropa y
B. salubricola fue evaluada en campo, realizando pruebas de cépula y
comparando la puesta de huevos viables entre ambos tratamientos. Para
esto fue necesario mantener una cria de ambas especies en laboratorio,
durante varios meses, para obtener un numero adecuado de adultos
virgenes y de edad conocida, que permitiese completar el experimento en el

campo.

Los adultos virgenes de A. spahleropa y B. salubricola se obtuvieron de
crias de laboratorio iniciadas a partir de larvas recolectadas en campo de
brotes de manzano. Las crias se mantuvieron a 25 °C y 70% de humedad
relativa, bajo un fotoperiodo de 14:10 L:O, en el laboratorio de Entomologia.
Las larvas se alimentaron con la dieta artificial ligeramente modificada de
Shorey y Hale (1965). La dieta se preparé en base a 400 mL de agua en
ebullicion en la que se disolvieron 15 g de agar-agar. A esto se le agregaron
120 g de porotos de manteca previamente hidratados durante 24 h, 50 g de
germen de trigo, 15 g de levadura, 2 a 3 g de acido sérbico, 25 g de &cido
ascorbico y dos manzanas cortadas con cascara. La mezcla se proceso en
licuadora hasta formar una pasta homogénea que se colocé en recipientes y

se secO en horno a 180 °C por 30 min.
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Las pupas obtenidas se colocaron individualmente en pequefias cajas
plasticas compartimentadas, para asegurar que los adultos emergidos fueran
virgenes. Algunos adultos fueron transferidos a tubos de vidrio cilindricos
abiertos en ambos lados (g = 8,5 cm, altura = 10,5 cm) con libre acceso a
una solucion de aguamiel (proporcion 9:1) para su alimentacion, con el
propésito de mantener la cria. Estos recipientes estaban forrados
internamente con papel manteca, sobre el cual las hembras fecundadas
realizaban las puestas. De esta manera las puestas se retiraban facilmente y
las larvas recién emergidas eran colocadas en recipientes herméticos con

dieta artificial (Figura 8).

Figura 8. Cria artificial de Argyrotaenia sphaleropa y Bonagota salubricola.
Recipiente para el apareamiento de adultos (A) y puestas de huevos sobre
papel manteca retiradas de los mismos (B). Larvas alimentandose sobre
dieta artificial (C) y pupas recolectadas (D).
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El ensayo de campo para determinar la tasa de apareamiento se llevo
a cabo en el predio 3, en febrero de 2019. Para el disefio y ejecucion del
mismo se adaptaron procedimientos similares a los realizados por Briand et
al. (2012) y Hoshi et al. (2016) para otros lepiddpteros plaga. Las jaulas
utilizadas fueron rectangulares (0,61 x 0,36 x 0,36 m) de malla plastica negra
que permitia el ingreso de luz y ventilacién al interior. El piso de las mismas
fue de tela plastica transparente con un cierre de doble apertura en una de
sus caras laterales. Constaban con dos asas laterales y una superior con las
cuales fueron colgadas a las ramas de los manzanos (Figura 9). Las 10
jaulas fueron proporcionadas por el Laboratorio de Ecologia Quimica de la

Facultad de Quimica.

Se instalaron diariamente 5 jaulas de copula en la parcela control y
tratamiento, hasta completar el méximo de repeticiones posible segun la
disponibilidad de adultos. Las mismas fueron ubicadas en el centro de cada
parcela, donde se acumula la mayor concentracion de feromona en el caso

de la parcela tratada.

En el interior de cada jaula se colocé una pareja de adultos virgenes de
un dia de edad. Los adultos fueron ingresados al final de la tarde, en caso
gque no se pronosticaran lluvias, y permanecieron alli durante 24 h.
Posteriormente fueron retirados y dispuestos individualmente en tubos de
ensayo de plastico. Una vez en el laboratorio, los machos fueron utilizados
como reposicion para la cria, y las hembras inmediatamente colocadas de
forma individual en cajas de Petri plasticas forradas con papel manteca.
Estas hembras se mantuvieron alli hasta que murieron, y el método
encontrado mas sencillo para registrar la ocurrencia de fecundacion fue
observando si habian realizado puestas de huevos viables. De aquellas que
si lo hicieron, los huevos fueron mantenidos en el laboratorio para verificar si

eran fértiles, es decir, si de ellos emergian larvas.

Para A. sphaleropa, el ensayo se completé alcanzando un maximo de

22 repeticiones en cada parcela (control y confusion sexual), en un lapso de
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tiempo de una semana. Debido a no poder obtener el nimero necesario de
hembras y machos adultos de B. salubricola sincronizados para el periodo
evaluado, no se logré concluir el ensayo con esta especie, alcanzandose a

realizar Unicamente 5 repeticiones.

Los datos de puesta de huevos viables de A. sphaleropa fueron
analizados como inferencias basadas en dos muestras utilizando la prueba
de Wilcoxon (Mann-Whitney U), utilizando el software estadistico Infostat. El
nivel de significancia para todas las pruebas fue del 5%. Los resultados
correspondientes para B. salubricola no se analizaron estadisticamente

debido al tamanfo reducido de la muestra.

Figura 9. Jaula utilizada para la realizacién de los ensayos de cépula (A) y

vista de la jaula instalada en un arbol de manzano (B).

2.2.4. Evaluacién de la tasa de liberacion de las feromonas en

condiciones de campo

Las tasas de liberacion de ambas feromonas se evaluaron realizando
analisis gravimétricos para registrar la pérdida de peso de los emisores en
condiciones de campo, durante las tres temporadas. Esta metodologia

ademas permite determinar, de forma aproximada, si la duracién de los
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emisores es suficiente para cubrir el periodo productivo 0 es necesaria su

reinstalacion.

A principios de noviembre, en simultaneo con la instalacion de los
emisores en los predios experimentales, se colgaron 12 emisores de
feromona de cada especie en dos arboles contiguos, dentro del parque de la
Facultad de Agronomia, al reparo de la incidencia directa de los rayos
solares (Figura 10 A, B). Esta ubicacion estd a 10-15 km de los sitios

experimentales, por lo tanto, bajo las mismas condiciones ambientales.

El peso individual de cada emisor se registr6 semanalmente utilizando
una balanza analitica KERN ADB con resolucién de 0,1 mg (Figura 10 C). La
diferencia entre el peso inicial y final de los emisores corresponderia al
contenido de feromona de los mismos y la evolucién del peso a la tasa de

liberacién de feromona durante la temporada.

Figura 10. Emisores de Bonagota salubricola (A) y Argyrotaenia sphaleropa
(B) instalados sobre los arboles en el parque de la Facultad de Agronomia,
identificados numéricamente para el seguimiento individual de su peso.
Balanza analitica (KERN ADB) de resolucién 0,1 mg utilizada para registrar

semanalmente el peso individual de los emisores (C).
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Teniendo en cuenta la influencia que tiene la temperatura en la tasa de
liberacion de la feromona, se obtuvieron los datos de temperatura media
semanal ("C) del banco de datos agroclimaticos de la Estaciéon Experimental
de INIA Las Brujas (INIA, 2019). Estos datos permitieron determinar la
caracterizacion climatica de cada temporada y a ello asociar las posibles
variantes en el comportamiento de liberacion de la feromona desde los

emisores.

Los datos de las mediciones de las tasas de liberacién de las
feromonas se analizaron mediante regresion lineal, con el peso como
variable de respuesta y el tiempo (dias) como variable independiente,

particionando por afio, de acuerdo con el siguiente modelo:
Yij = o+ BiXi + BoXP + &y

Donde Y;; es el peso del emisor de feromona en el momento i para el
emisor j, By, B1 Y B, son los pardmetros del modelo cuadrético, X; es el
tiempo en dias desde el 13 de Noviembre (fecha de la instalacion) y ¢;; son
los residuales del modelo para el momento i para el emisor j, asumiendo

gij~N(0,0%), siendo g7 la varianza residual.

Para cada afo y especie, se calculé la derivada primera de la ecuacion
cuadratica resultante para determinar los dias desde la instalacién, en los

gue los emisores alcanzaron su peso minimo:

B

Dias = ——
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Todos estos andlisis estadisticos fueron realizados con el software
Infostat (Di Rienzo et al. 2017).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LA CONFUSION SEXUAL

3.1.1. Monitoreo de adultos

Las capturas de machos de A. sphaleropa y B. salubricola desde la
colocacién de las trampas en octubre hasta la instalacion de los emisores de
confusién sexual a principios de noviembre, mostraron que las poblaciones
iniciales fueron similares en las parcelas de ambos tratamientos, para los
tres predios durante la temporada 2017/18 (Cuadro 3). Sin embargo, en la
temporada 2018/19, las poblaciones iniciales de A. sphaleropa en todos los
predios, y de B. salubricola en el predio 1, fueron menores en las parcelas
con confusion sexual, posiblemente como resultado del efecto residual del
tratamiento con feromonas en la temporada previa.

Estudios realizados por Porcel et al. (2014) reportan este mismo
resultado en los tortricidos Spilonota ocellana y Hedya nubiferana,
observado un aumento significativo en el silenciamiento de las trampas entre
el primer y el segundo afio del estudio. Este efecto podria deberse a la
disponibilidad de feromona remanente en los emisores que permanecen en
el campo de una temporada a la otra, cuya cantidad emitida al ambiente

pareciera ser suficiente para inhibir las capturas.

La posibilidad de realizar el estudio en tres predios distintos posibilito la
evaluacion de la efectividad de la técnica bajo diversas situaciones de
densidad de plaga. Las capturas de machos adultos registradas en el control
convencional en ambas temporadas y en los tres predios, permitieron
determinar la fluctuacion y la abundancia poblacional, mostrando los picos
de capturas correspondientes a las tres generaciones mas importantes de
ambas especies (Figura 11). Ademas, con este monitoreo fue posible
detectar aquellos valores de capturas que superasen el umbral establecido y

asi aplicar las medidas de control quimico correspondientes.

39



Cuadro 3. Comparacion de capturas de machos de Argyrotaenia sphaleropa
y Bonagota salubricola en trampas de feromona previo a la instalacién de los
emisores de confusion sexual (Prueba Wilcoxon). Cada valor representa las
capturas acumuladas promedio de 12 trampas durante tres semanas. Los

términos del error se representan como error estadndar de la media.

Argyrotaenia sphaleropa Bonagota salubricola
Afio Predio Control Confusion p-valor Control Confusion p-valor
sexual sexual
1 257+£53A* 27,33%x51A 0,582 16+04A 1,7+0,7A 0,547
98+15A 833+12A 0,794 4,6 £1,3A 40+1,0A 0,768
2017/18
3 171+34A 15,7+ 2,3A 0,728 20+0,7A 15+05A 0,699
1 6,3+1,3A 1,8£0,6 B 0,001 1,2+04A 0,0+0,0B 0,002
2018/19 2 6,7+ 1,2 A 0,6+0,3B 0,0003 1,0+03A 0,3+0,3A 0,053
3 23,0 + 3,0A 23+1,1B  <0,0001 0,3+0,3A 0,0+0,0A 0,317

* Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de las filas para cada especie (P < 0,05).

Los datos de capturas registrados en las parcelas del control
convencional mostraron que ambas especies presentaron mayores
poblaciones en la temporada 2018/19. De hecho, las capturas excedieron el
umbral establecido de 20 machos/trampa/semana en ciertas oportunidades,
siendo necesario realizar aplicaciones dirigidas a ambas plagas en estas
parcelas (ANEXO 6.1).
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Figura 11. Capturas promedio de machos de Argyrotaenia sphaleropa y
Bonagota salubricola en el control convencional (linea roja) y en el
tratamiento de confusion sexual (linea verde) de los tres predios en los dos
afios evaluados. La flecha azul indica el momento de instalacion de los

emisores de confusion sexual.
Para cada afo las densidades de poblacion mostraron variabilidad

entre los tres predios. Teniendo en cuenta las capturas acumuladas, la

especie y el sitio, se puede observar que A. sphaleropa fue mas abundante
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en los predios 1 y 3, mientras que B. salubricola fue ligeramente mas
abundante en el predio 2. Estas tendencias se mantuvieron en ambos afnos,
aunque las capturas totales aumentaron en la segunda temporada (Figura
12).
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Figura 12. Evolucién del promedio de capturas de machos adultos de
Argyrotaenia sphaleropa y Bonagota salubricola en las trampas de feromona
pertenecientes a las parcelas de control convencional (CC- linea entera) y de
confusién sexual (CS- linea punteada) de los tres predios y en los dos afios

evaluados.
En ambos afos, las parcelas con control convencional presentaron

medias de capturas acumuladas significativamente mas altas que en las
parcelas con confusion sexual, e incluso hubo diferencias estadisticas entre

42



afos. Se registraron capturas mas elevadas de ambas especies en la
temporada 2018/19, y este aumento poblacional se vio reflejado
posteriormente en los dafios ocasionados en frutos.

Las capturas acumuladas promedio por predio que fueron comparadas
entre afos y tratamientos para cada especie se presentan en el Cuadro 4. El
modelo result6 significativo para ambas especies, encontrandose diferencias
estadisticas entre las medias de los tratamientos.

La reduccidn casi a cero en las capturas de machos de A. sphaleropa y
B. salubricola en las parcelas con tratamiento de confusion sexual, en
comparaciéon con las parcelas de control, en los tres predios y en ambos
afos de estudio, fue el resultado de la instalacion de los emisores de
feromona que evitaron que los machos localizaran las trampas, fenomeno
denominado como “silenciamiento de trampas” (Figuras 11 y 12). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Pastori et al. (2012) para B.
salubricola donde, ante la misma poblacién inicial de la plaga, el niamero
promedio de machos capturados en las parcelas con confusiéon sexual fue
significativamente menor que en las parcelas con control integrado. Este
mismo fendémeno fue reportado usando emisores de confusion sexual para el
control de otros lepiddpteros como Grapholita molesta (De Lame y Gut,
2006), Cydia pomonella, Spilonota ocellana (Porcel, et al. 2014), Cossus
insularis (Hoshi et al. 2016), Thaumetopoea pityocampa (Trematerra et al.
2019), entre otros.

La inhibicion de las capturas en las parcelas tratadas con confusion
sexual sirvi6 como indicador de que la feromona de ambas especies fue
efectiva en confundir a los machos, quienes no fueron capaces de detectar
la pluma de feromona emitida por los septos de las trampas de monitoreo. Al
tratarse de un ensayo experimental donde se evalu6 por primera vez el uso
de emisores de feromona de tipo cuerda sintetizados especificamente para
estas dos especies, podemos afirmar que la eficacia de la feromona quedoé
de manifiesto al no registrarse practicamente capturas de machos durante

toda la temporada posterior al momento de su instalacion.

43



Cuadro 4. Capturas acumuladas promedio de Argyrotaenia sphaleropa y
Bonagota salubricola por tratamiento y afio. Los promedios se calculan a

partir de las capturas acumuladas de todas las trampas y predios.

Afio Tratamiento A. sphaleropa B. salubricola

Control convencional 86,07 £ 7,70 b* 28,11 +5,29B
2017/18
Confusion sexual 0,98+0,82c 0,94 +0,87 C

Control convencional 215,51 +12,30 a 84,80 £ 10,90 A
2018/19

Confusién sexual 0,98+0,82 c 0,23+0,43C

* Letras diferentes indican diferencias significativas entre afios para cada especie en cada
tratamiento (P < 0,05).

3.1.2. Evaluacién de darfios

El silenciamiento de las trampas de monitoreo es considerada una
herramienta valiosa para determinar la eficacia de los emisores de confusion
sexual, sin embargo se ha comprobado que el apareamiento puede ocurrir
incluso con inhibicion total de las capturas en trampas (Porcel et al., 2014).

En ambos afios, los resultados de las evaluaciones mensuales de
frutos mostraron que el dafio por lagartitas promedio de los tres predios, fue
similar en las parcelas con confusion sexual y control convencional (Figura
13). En la temporada 2017/18 no fue posible realizar el muestreo
correspondiente al mes de marzo debido a que la cosecha tuvo lugar a fines

de febrero.
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Figura 13. Porcentaje promedio mensual de dafio en frutos obtenidos de la
evaluacion de una muestra mensual de 800 frutos en las parcelas con
confusién sexual (barras verdes) y control convencional (barras rojas),
promedio de los tres predios para diferentes fechas de muestreos y afnos.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

El andlisis estadistico de estos datos revela que no existieron
diferencias significativas entre las medias del porcentaje de dafio de ambos
tratamientos en los dos afios. A su vez, en ningun caso fue significativa la
interaccién entre fecha y tratamiento. En la temporada 2017/18 no hubo
diferencias estadisticas entre las fechas monitoreadas, mientras que en la
temporada siguiente, el muestreo del mes de marzo se diferencid por tener
una media de dafio menor. Este descenso registrado en el mes de marzo no
es lo esperado si consideramos que el dafio tiende a ser acumulativo
durante el transcurso de la temporada. Esto puede atribuirse a un error de
muestreo, al suceso de un evento climatico que haya descartado fruta o a un
repase de fruta previo a cosecha realizado por el productor. Los datos
presentados por Pastori et al. (2012), en relaciéon al porcentaje de dafio en
frutos causado por B. salubricola comparando parcelas con confusion sexual
y control integrado, son coincidentes con los aqui obtenidos, ya que no

encontraron diferencias significativas entre tratamientos, e incluso en
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presencia de confusion sexual reportaron porcentajes de dafio mayores, de
hasta 4,75%.

En relacion al maximo dafio establecido como admisible, en la zafra
2017/18 solo se supera el 1% de dafio en la fecha de febrero para el predio
2, esto llevd a que el productor decidiera realizar una aplicacién de
Metoxifenocide, excluyendo el area destinada al monitoreo mensual de
frutos, no afectando asi los resultados (Figura 14). La configuracion de la
parcela de confusion sexual en este predio no es la mas apropiada para la
aplicacion de dicha técnica debido a la gran influencia de los bordes que
limitan con el resto del predio sin confusion. La inmigracion de hembras
fecundadas desde fuera del area tratada puede ser un factor que explique
estos resultados, ya que la eficacia en la interrupcion del apareamiento
aplicando la técnica en un predio especifico en comparaciébn con la
aplicacion a toda un area extensa de cultivo, puede no alcanzar su nivel
optimo (Cardé y Minks 1995, Porcel et al. 2014). Ademas el productor no
realizé la practica de raleo de frutos, observandose gran cantidad de fruta
arracimada en las plantas, generando asi un hébitat propicio para el
establecimiento y desarrollo de estas plagas.

En la zafra 2018/19 se registré6 un aumento de los dafios en todos los
predios como consecuencia de una mayor poblacion de ambas especies.
Esto tuvo como resultado que los dafios superasen el 1% en los predios 1y
2 en ambos tratamientos (Figura 14). Cabe destacar que a pesar de ello, los
productores permitieron continuar con el ensayo Yy no hicieron aplicaciones
de insecticidas en las parcelas con confusion sexual.

Es importante analizar los resultados de la proporcion de dafio
registrados entre ambos tratamientos teniendo en consideracion que en las
parcelas con control convencional se realizaron, segun el predio y el afio, de
1 a 5 aplicaciones de insecticidas dirigidas especificamente a lagartitas o
dirigidas a otras plagas pero utilizando ingredientes activos que también las
controlan (ANEXO 6.1). Por lo contrario, en las parcelas con confusion

sexual no se realizaron aplicaciones de insecticidas dirigidas a lagartitas, a
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excepcion de lo sucedido durante la temporada 2017/18, en el predio 2. Esto
demuestra que con la implementacion de la confusion sexual se obtienen
resultados comparables a los del control convencional pero disminuyendo el
namero de aplicaciones de insecticidas con el consecuente beneficio que

esto proporciona al trabajador rural y al medio ambiente.
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Figura 14. Porcentaje total de dafio en frutos resultado de la evaluacion de
una muestra mensual de 800 frutos en las parcelas con confusién sexual
(barras verdes) y control convencional (barras rojas) en cada predio y para

las diferentes fechas de muestreo en ambos afos.
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3.1.3. Apareamiento de adultos en jaulas

Las tasas de apareamiento de parejas en jaulas proporcionaron otra
forma de evaluacion de la efectividad de la técnica de confusion sexual,
especificamente para A. sphaleropa, especie con la que se logré completar
el ensayo. Las pruebas se realizaron en febrero, a mas de tres meses de la
instalacion de los emisores con la finalidad de determinar si la disponibilidad
de feromona cercano a la cosecha aun era suficiente para evitar la copula.

Las hembras de A. sphaleropa colocadas en jaulas dentro de la parcela
de confusién sexual tuvieron significativamente menor porcentaje de puesta
de huevos viables que las colocadas en el control convencional. Se confirmé
que solo aproximadamente un tercio de las hembras que estuvieron
expuestas a la feromona se habian apareado con descendencia viable,
mientras que la mayoria de las hembras de las parcelas del control pusieron
huevos fértiles (Cuadro 5). Estudios similares de evaluacién del
apareamiento realizados para otros lepidopteros como Lobesia botrana
(Briand et al., 2012), Cydia pomonella (Porcel et al., 2014) y Cossus insularis
(Hoshi et al., 2016), son coincidentes en que la proporcion de hembras
fecundadas es mayor en las parcelas del control en relacion a las de
confusion sexual. Esto demuestra que la capacidad de los machos para
localizar a las hembras de A. sphaleropa se vio efectivamente reducida en
presencia de la feromona.

En el caso de B. salubricola, la disponibilidad de machos y hembras
virgenes no fue suficiente para lograr un tamafio de muestra significativo, por
lo que, aunque los resultados estan en linea con los de A. sphaleropa, no se

pueden sacar conclusiones.
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Cuadro 5. Comparacion entre tratamientos del nimero de hembras con

puesta de huevos viables posteriormente al ensayo de apareamiento en

jaulas.
Hembras con
Especie Tratamiento N puestas viables [N
(%)]
Argyrotaenia Control convencional 22 20 (91%)*
sphaleropa Confusion sexual 22 7 (32%)*
Bonagota Control convencional 5 4 (80%)
salubricola Confusién sexual 5 2 (40%)
* P=0,0001

Estos resultados estarian indicando que luego de aproximadamente
cuatro meses de instalados los emisores de feromona, al menos para A.
sphaleropa, aun liberan una cantidad adecuada de la misma en condiciones
de campo; suficiente incluso para prevenir el apareamiento estando macho y
hembra en estrecha proximidad. Esto ademés reafirma la correcta eleccion
del momento de instalacion de los emisores, concordando con lo evaluado
por Pastori et al. (2012), donde fechas mas tardias de instalacion (diciembre)
disminuian en casi un 20% la tasa de interrupcién del apareamiento.

Estos resultados confirmarian que no habria necesidad de reponer los
emisores durante la temporada productiva, repercutiendo favorablemente en

la factibilidad econdémica del uso de la confusion sexual para estas plagas.

3.1.4. Evaluacion de la difusion de la feromona en campo

La duracion de los emisores de ambas especies se evalué mediante
analisis gravimétricos, registrando el peso de los mismos durante 119 dias,
desde la colocacion de los emisores a principios de noviembre hasta

mediados de marzo, fecha en la cual la mayoria de los montes de manzano
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evaluados fueron o estaban siendo cosechados, indicando el fin de la

temporada.

Los resultados muestran que ambos emisores duran toda la temporada

productiva con niveles de emision de feromonas bastante estables hasta los

90 dias, a partir de alli la pérdida de peso disminuye lentamente (Figura 15).
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Figura 15. Peso promedio semanal de 12 emisores de feromona de

Argyrotaenia sphaleropa y de Bonagota salubricola para los tres afios

evaluados.
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El peso de los emisores a lo largo del periodo estuvo bien representado
por la funciébn cuadratica, lo que resultdé en modelos significativos con
coeficientes de determinacion superiores a 0,99 tanto para los emisores de
ambas especies como para los distintos afios (Cuadro 6).

En los casos puntuales donde los datos observados presentan un
incremento de peso, el caso del dia 42 de la temporada 2016/17 y dia 49 de
la del 2018/19, coinciden con la fecha de registro del peso de los emisores
luego de un episodio de lluvia y por estar himedos tuvieron un peso mayor,

que al siguiente registro se vuelve a estabilizar (Idem para figura 16).

En la figura 16 se aprecian los ajustes del modelo en base a los datos
observados (puntos azules) y los intervalos de prediccion del modelo (lineas

externas negras) para cada especie en cada afio.
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Figura 16. Ajuste del modelo cuadratico para los datos de peso promedio de
emisores (puntos azules) y los intervalos de prediccion (lineas externas

negras) para cada especie en cada afio (P < 0,0001).



El modelo propuesto se ajusté perfectamente, quedando la totalidad de
los valores observados dentro de los limites de prediccion del mismo.

Se determind también el nimero de dias en el que se alcanza el peso
minimo del emisor en el campo (agotamiento de feromonas) estimado por el
modelo. El tiempo de agotamiento (dias) fue estimado a partir de la derivada
primera [- B1/ 28, = 0] de cada funcion ajustada por especie y por afo
(Cuadro 6). EI minimo peso alcanzado deberia coincidir con el agotamiento
del contenido de feromona de los mismos.

Los resultados muestran que los minimos de la funcion caen fuera de
la zona de definicién del modelo, excepto para A. sphaleropa en el afio 3. Si
bien los dias estimados en los que se alcanza el peso minimo de los
emisores se exceden de la zona de definicion del modelo propuesto, si
confirman que los emisores tienen una duracion de al menos 119 dias,
permitiendo cubrir toda la temporada productiva.

No puede afirmarse, que el peso alcanzado por los emisores al final de
cada temporada, que evidencia el contenido de feromona restante de los
mismos, sea suficiente para evitar el encuentro entre macho y hembra, dado
que no existen antecedentes de uso de estas feromonas ni valores estandar
con los cuales comparar.

Sin embargo, si tomamos como referencia el ensayo de apareamiento
de adultos de A. sphaleropa en jaulas, llevado a cabo con fecha promedio
del dia 103 del afio 2018/19, a esta fecha el porcentaje de feromona
remanente era de un 3,2%, equivalente a un peso promedio de emisor de
0,8755 g. A pesar de no tener datos de referencia para comparar, segun los
resultados obtenidos (Cuadro 6), este contenido de feromona parecié ser
suficiente para disminuir el porcentaje de apareamiento de esta especie, lo
que permitiria afirmar que los emisores llegarian al final de la temporada con
un contenido aceptable de feromona.

La variacion reflejada entre la duracibn maxima en dias y el peso
minimo (g) de los emisores al dia 119 entre los distintos afios, se debio

basicamente a la carga inicial de feromona de cada emisor y a las
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caracteristicas climéticas de cada temporada, principalmente en lo que

respecta a la temperatura y la ocurrencia de lluvias, ambos procesos que

influyen en la tasa de liberacion de la feromona (Figura 17) (Witzgall et al.,

2010). A su vez, las diferencias entre especies se deben al comportamiento

y estabilidad de los componentes quimicos que integran cada formulacion de

feromona.

Cuadro 6. Parametros de regresion cuadratica [S2, B1 Y Bo] Y coeficiente de

determinacién (R?) para el peso del emisor en funcién del tiempo (x, dias),

por especie y afo.

Especie Afio Bo B Box10° R? Dias
2016/17 0,94 - 0,0095 3.4 0,9966 139
Argyrotaenia
sphaleropa 2017/18 0,95 - 0,001 3,6 0,9981 139
2018/19 0,94 - 0,001 4,2 0,9947 119
2016/17 0,93 - 0,00071 1,6 0,9955 222
Bonagota
salubricola 2017/18 0,95 - 0,00089 2,5 0,9980 178
2018/19 0,94 - 0,0007 1,8 0,9924 194
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Figura 17. Peso promedio (g) y pérdida de peso promedio (mg) de los

emisores de Argyrotaenia sphaleropa y Bonagota salubricola en relacion con

la temperatura media semanal, para los tres afios de estudio.
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En la grafica se aprecia como la temperatura tiene influencia en la
magnitud de la emision de la feromona, visible a través de la pérdida de
peso (mg) de los emisores. En todos los afios ocurre una gran pérdida inicial
de peso en la primera medicion, por motivo de que los emisores venian
sellados al vacio y refrigerados, y al instalarlos en el campo la diferencia de
temperatura provoca una rapida emision de la feromona. Luego la pérdida
de peso se estabiliza y lo se puede observar es cierta tendencia a que los
valores mas altos de disminucién de peso de los emisores generalmente

coincidan con los picos de mayor temperatura media semanal.
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4. CONCLUSIONES

La eficacia del método de confusion sexual para A. sphaleropa y B.
salubricola queddé demostrada al registrarse el completo silenciamiento de
las trampas, la disminucidn en la tasa de apareamiento de adultos de A.
sphaleropa y la adecuada duracion de los emisores de feromona en el
campo. A pesar de que la eficacia real de la técnica, medida a través de la
estimacion del dafo en frutos, reveld6 una mayor variabilidad en los
resultados, registrando porcentajes de dafio que superaron algunas veces el
1%, al no encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos
podemos afirmar que la técnica de confusién sexual obtuvo resultados
similares al método de control quimico. Sin embargo, la gran diferencia
radica en que ante similares niveles de descarte de frutos ocasionados por
estas plagas, el uso de confusion sexual tiene amplias ventajas. Desde el
punto de vista ambiental su empleo no genera ningun tipo de contaminacion
ni tampoco efectos adversos en la fauna benéfica; al ser también una
sustancia inocua no afecta negativamente la salud del trabajador rural ni la
del consumidor final. Un aspecto muy alentador a destacar es que los
emisores de feromona de ambas especies duraron toda la temporada
productiva no habiendo necesidad de reemplazarlos. Esto implica que el
productor deba incurrir en costos de compra e instalacién una Unica vez al
afo, haciendo que la adopcién de la técnica sea factible.

Para que sea posible la implementacion de la técnica de confusién
sexual para A. sphaleropa y B. salubricola en un futuro cercano, seria
necesario una evaluacion de la misma en un area extensa que contemple las
condiciones propias de una zona fruticola involucrando a mas productores y
mayor diversidad de especies y variedades de frutales. En si, seria aplicar
un procedimiento similar al que se realizd para lograr el registro y la
disponibilidad comercial de los diversos formatos de emisores de confusion

sexual para Cydia pomonella y Grapholita molesta.
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6. ANEXOS

6.1 MATERIAL SUPLEMENTARIO

Aplicaciones de insecticidas, con efecto directo o indirecto sobre las

lagartitas, que fueron realizadas en las parcelas del control convencional

para los tres sitios de estudio durante la temporada 2017/18.

Predio Fepha _d,e Ingrediente activo Ingrediente activo ha'
aplicacion
14 de octubre pyriproxifen 15cc
1 13 de diciembre metoxifenocide 150 cc
13 de octubre novaluron 150 cc
7 de diciembre metoxifenocide® 150 cc
27 de diciembre cipermetrina 75 cc
2 18 de enero matrine 75 cc
13 de febrero . .
23 de febrero cipermetrina 75 cc
18 de diciembre metoxifenocide 150 cc
26 de enero Deltametrina 15 cc
3 30 de enero malathion 300 cc
10 de febreo fosmet 1500 gr
20 de febrero malathion 300 cc

2 Aplicacion realizada también en la parcela de confusion sexual, excepto en el area destinada al
muestreo exhaustivo de frutos.

66



Aplicaciones de insecticidas, con efecto directo o indirecto sobre las
lagartitas, que fueron realizadas en las parcelas del control convencional

para los tres sitios de estudio durante la temporada 2018/19.

Fecha de

Predio C Ingrediente activo Ingrediente activo ha'

aplicacion

10 de octubre metoxifenocide 150 cc

19 de octubre metoxifenocide 150 cc

1 4 de enero deltametrina 15 cc

31 de enero deltametrina 15cc

2 de marzo deltametrina 15cc

2 21 de febrero spinosinas A and D 110 cc

22 de diciembre

2 de enero

3 21 de enero metoxifenocide 150 cc

7 de febrero

26 de febrero
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BACKGROUND: The leafrollers Argyrotaenia sphaleropa and Bonagota
salubricola (Lepidoptera: Tortricidae), are important native pests of pome fruit
in southern South America. After the successful implementation of the mating
disruption (MD) technique for the cosmopolitan pests Cydia pomonella (CM)
and Grapholita molesta (OFM), it seemed feasible and desirable to replace
the current insecticide-based management of the native leafrollers with MD
as well. The aim of this research was to evaluate the MD technique for A.
sphaleropa and B. salubricola in commercial apple orchards, managed with
MD for CM and OFM, in southern Uruguay. Using rope pheromone
dispensers, a combined surface of 12 has in three plots were treated with MD
in two consecutive seasons. Similar plots under insecticide management for
leafrollers were used as control. Pheromone trap catches, fruit damage and
mating rates in caged couples were measured throughout the two seasons.
To assess dispenser durability, release rates of both pheromones were
determined by gravimetric analyses under field conditions.

RESULTS: Captures of A. sphaleropa and B. salubricola males in monitoring
traps were virtually absent in mating disruption plots, compared to abundant
captures in control plots. Even though no insecticide treatments were applied
for leafroller control in the MD-treated plots, no significant differences were
found in fruit damage between MD-treatments and control plots. Mating rates
in A. sphaleropa were significantly lower in the MD-treated plot. Pheromone
rope dispensers lasted for the entire season with stable pheromone emission
levels, making unnecessary the dispenser reapplication.

CONCLUSIONS: The mating disruption technique for A. sphaleropa and B.
salubricola resulted in comparable control levels with respect to insecticides,
with the advantage of not posing harmful effects on human health and the
environment.

Key words: pome fruit trees, South American tortricid moth, Brazilian apple

leafroller, mating disruption
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1 INTRODUCTION

Mating disruption with synthetic sex pheromones has long been regarded as
a viable and attractive alternative for the sustainable control of lepidopteran
pests.' In mating disruption, synthetic pheromone is released in a treated
area in order to interfere with the orientation of males toward calling females,
thus reducing mate finding and the next generation of the pest.? Among the
best known examples of successful use of mating disruption in crop
protection is the control of the codling moth (CM) (Cydia pomonella L.,
Lepidoptera: Tortricidae) and the oriental fruit moth (OFM) (Grapholita
molesta L. Busck, Lepidoptera: Tortricidae) in pome and stone fruit
orchards.®#>%78?9

Since its early days, one of the limitations for the implementation of mating
disruption has been the outbreak of secondary pests due to reduced
insecticide use. Particularly, native leafrollers previously controlled by broad-
spectrum insecticides can become serious pests during and after the
transition to mating disruption for primary pests.'®**? This problem has been
a challenge for the implementation of mating disruption for the control of CM
and OFM in southern Brazil and Uruguay, especially due to two leafrollers
once regarded as secondary pests, Argyrotaenia sphaleropa (Meyrick) and
Bonagota salubricola (Meyrick) (Lepidoptera: Tortricidae).

Commonly known as the South American tortricid moth and the Brazilian
apple leafroller, respectively, A. sphaleropa and B. salubricola have been
reported in Uruguay, Argentina and Brazil, as well as in Bolivia and Peru in
the case of A. sphaleropa.’® The larvae are polyphagous and can feed on all
grape berries, apples, pears and stone fruits, along with several shrubs and
weeds of various families.'® Both species develop continuously throughout
the year with year-around availability of hosts.**** The larvae are primarily
found in tree buds where they feed on young leaves. Occasionally they move
to the developing fruits, and contrarily to CM and OFM, they do not penetrate
the fruit but cause irregular and superficial skin tunnels that decrease the fruit
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commercial value.®®* The damage symptoms of A. sphaleropa and B.
salubricola cannot be differentiated in the field, so the assessment of fruit
damage may produce confusing results in regions in which the two species
CO-OcCcCuUr.

In Uruguay, the application of mating disruption for CM and OFM in
commercial apple and pear orchards showed early promise as it considerably
reduced seasonal pheromone trap catches and insecticide
applications.*®*"® After a slow transition, nowadays 90% of the area planted
with pome and stone fruit trees are under mating disruption for CM and/or
OFM.* As a consequence of the widespread adoption of mating disruption,
and in conjunction with the decreased use of broad-spectrum insecticides, A.
sphaleropa and B. salubricola have become of great economic impact.*>*®
Indeed, most of the insecticide applications currently applied in apple and
pear orchards in Uruguay specifically target these two leafrollers.’
Insecticide applications for the control of A. sphaleropa and B. salubricola
relies on an established threshold of adult catches in pheromone traps.
Nevertheless, chemical control is proving insufficient and harmful for the
environment and human health'®, so more sustainable methods to be used in
conjunction with mating disruption for CM and OFM must be devised. The
sex pheromones of A. sphaleropa and B. salubricola are well known. In the
case of B. salubricola, the pheromone contains E3,Z5-12:Ac as a major
component and two minor components: Z9-16:Ac and Z5-12:Ac in
proportions 8:1:1, respectively.?>?* The pheromone of A. sphaleropa is
composed of Z11,13-14:Ald, Z11-14:Ald and the corresponding acetates, in a
relative ratio of 4:1:40:10.%223242°

The sex pheromone of B. salubricola has been readily available in the market
for monitoring purposes. Moreover, mating disruption for B. salubricola was
evaluated in Brazil in combination with OFM, with promising results.?® The
sex pheromone of A. sphaleropa is not commercially available and has been
synthesized in laboratory scale in Uruguay. This has allowed local growers to

access monitoring traps and researchers to test alternative control strategies
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such as attract and kill.?” However, the larger scale needed for mating
disruption has not been available thus far.®

Through collaboration with Shin-Etsu Chemical Co. of Japan, we have now
been able to simultaneously evaluate the mating disruption method for A.
sphaleropa and B. salubricola in commercial apple orchards in Uruguay. The
experiments were conducted in two consecutive years in large-scale
orchards managed by mating disruption for CM and OFM. The effectiveness
of mating disruption for both leafrollers was assessed from adult catches in
monitoring traps and fruit damage throughout the growing season, in
comparison with control orchards managed with chemical control for
leafrollers. Copulation rates in caged couples were also evaluated for both

leafrollers in treated and control plots.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Experimental sites

The trials were conducted from spring 2017 to fall 2019 in three commercial
apple orchards in the locality of Melilla (Montevideo, Uruguay), where
damage by leafrollers had been detected in previous years (Table S1, Figure
S1). A randomized complete block design was used for all years, considering
each site as a block. The orchards are installed in high density with 3.7 to 4
meters between rows and 1 meter between plants. The age of the trees
range between 10-12 years. In each site, two 3-4 Ha plots separated by a
minimum of 200 m were defined for the MD treatment and conventional
control. The treatments were assigned to the plots so that the prevailing
winds of the growing season did not cause pheromone drift from the MD
treatment towards the control. The plots were assigned the same treatment
in the two consecutive years of the study, in all three sites.

Apple varieties in the MD-treated and control plots were mostly the same in
each orchard (Table S1). If not the same, the varieties were harvested at the

same time. There was no lepidopteran control with insecticides during the
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entire experimental period in the MD-treated plots. The conventional control
plots were managed with insecticides for leafrollers if more than 20 adults of
A. sphaleropa and/or B. salubricola were captured in pheromone traps on a
weekly basis. All plots were managed with MD for CM and OFM with
ISOMATE® CTT and ISOMATE® OFMTT dispensers (500 and 250
dispenser/ha, respectively).

2.2 Application of mating disruption

Rope MD dispensers made of polyethylene were provided as experimental
batches by Shin-Etsu Chemical Co., Ltd. (Japan). Dispensers contained 100
mg of the active ingredient mixture, and were prepared separate for each
species: [A. sphaleropa: Z11,13-14Ald; Z11,13-14; Ac Z11-14Ald; Z11-14Ac
(85:5:5:5 ratio); B. salubricola: E3Z5-12Ac; Z9-16Ac; E3Z5-14Ac; Z5-12Ac
(47.6:47.6:2.4:2.4 ratio)]. The dispensers were installed manually in the
mating disruption plots with a density of 500 dispensers per hectare,
corresponding to 50 g/ha of pheromone. The dispensers were distributed
evenly in the inside of the plot, with higher density in edges. They were tied
to branches in the upper third of the trees, avoiding direct incidence of the
sun. The dispensers were deployed from early November until late March.
The installation dates were decided from captures in monitoring traps
installed between October 6™ and 13" for both leafrollers.

2.3 Evaluation of Mating Disruption

The efficacy of mating disruption for A. sphaleropa and B. salubricola was
assessed three ways: by the capture of male adults in pheromone traps (trap
silencing), by the evaluation of damages in fruits throughout the season, and
by mating rates of caged adults. Additionally, pheromone release rates were
measured under field conditions to assess dispenser durability and the
eventual need for dispenser reinstallation.

For male monitoring, twenty-four delta traps (PHEROCON® VI Trap) were

installed in each plot in all three sites. Half of the traps targeted A.
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sphaleropa males and were baited with rubber septa impregnated with 1 mg
of a mixture of BHT: Z11,13-14Ac: Z11,13-14Ald: Z11-14Ald (9:4:4:1). The
other half contained commercial septa for B. salubricola (ISCA Technology).
The traps were hung in the upper third of the plants and distributed in the
centre and edge of the plots. They were inspected weekly and the septa
replaced every 30 and 60 days for A. sphaleropa and B. salubricola,
respectively. The sticky bottoms were changed when necessary. Besides
trap silencing due to male orientation disruption, male captures provided
information to trigger chemical control in the conventional control plots
(threshold: 20 adults/week).

Leafroller damage was assessed in MD and control plots by sampling 800
fruits from a delimited area of 0.5 has in each treatment plot in the three
sites. Damage was recorded when irregular and superficial skin tunnels were
observed. The sampling areas were planted with Red Delicious and were
repeated in both seasons. To conduct the sampling, five of the fifteen rows
within each sampling area were selected each month, then eight trees were
randomly chosen per row and twenty apples were sampled per tree, hence
reaching 800 fruits per month. Sampling was done once a month from
January to March, selecting different rows on each sampling date.

Mating rates were evaluated in orchard #3 in February 2019, adapting
procedures from similar studies.?®*° Virgin adults of A. spahleropa y B.
salubricola were obtained from laboratory rearings started from field-collected
larvae. The rearings were maintained at 25°C and 70% relative humidity,
under a 14:10 L:D photoperiod. The larvae were fed an artificial diet slightly
modified from Shorey and Hale (1965).3' Upon pupation, the pupae were
sexed and kept separate until adult emergence. One virgin female and one
virgin male (1 day old) were enclosed in black mesh screen cages (0.61 x
0.36 x 0.36 m) that allowed the entrance of light and ventilation. The cages
were hung from the branches of apple trees by a central handle. In
subsequent days, the same number of cages was installed simultaneously in

the center of mating disruption and control plots to control for environmental
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factors that may affect mating (days with rainy forecast were avoided). The
cages were hung in late afternoon for 24 h, after which the females were
taken to the laboratory and placed individually in Petri dishes lined with wax
paper. Mating was assessed by the laying of viable eggs that hatched into
larvae. The experiment was completed by performing 22 replications for A.
sphaleropa in each mating disruption and control plots, throughout one week.
In the case of B. salubricola, only 5 repetitions could be completed due to
insufficient virgin adults of the same age.

Pheromone release rates were assessed by gravimetric analyses to register
the weight loss of the dispensers under field conditions. Starting in early
November, briefly before dispenser instalment in the experimental orchards,
12 dispensers of each species were hung from apple trees located within our
campus park, in order to access our laboratory analytical scale (KERN ADB,
0.1 mg resolution). The location was 10-15 km from the experimental sites,
hence under the same environmental conditions. Individual dispensers were

weighed on a weekly basis during the two experimental seasons.

2.4 Data analysis

To describe the population fluctuation and overall trap silencing, adult male
captures in monitoring traps were plotted as the average number of
males/trap/week as a function of the time. Male catches in each treatment,
trap and year were accumulated throughout the season, and the average of
12 traps was used for a comparison between years and treatments, using a
Generalized Linear Mixed Model (GLMM). Due to the over-dispersion of the
data, a Quasi Poisson approach was used. Year, site, treatment and year per
treatment interaction were included as fixed effects. The DGC multiple
comparison method was used to separate treatment means.®> The
percentage of damaged fruit for each year was analysed using GLMM
assuming a binomial distribution, including treatment, sampling date and
treatment*sampling date as fixed effects. Viable egg-laying data for A.

sphaleropa were analyzed using the Mann Whitney-U test. Significance level
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for all tests was 5%. The corresponding results for B. salubricola were not
analyzed due to the low sample size. Data from pheromone release rates
measurements were analysed by linear regression with weight as the
response variable and time (days) as the independent variable, partitioning
by year, according to the following model:
Yij = Bo + BiX; + Bo X7 + &5

Where Y;; is the MD dispenser weight at time i for dispenser j, f,, ; and j,
are the parameters of the quadratic model, X; is time in days from November
13 and ¢;; are the residuals of the model at time i for dispenser j, assuming
eij~N(0,0%), being o/ the residual variance.

For each year and species, the first derivative of the resulting quadratic
equation was calculated to determine the days from installation in which the

dispensers reached their minimum weight (Days):

Days = —ﬂ

2f5

All statistical analyses were done with Infostat software.>®

3 RESULTS

3.1 Monitoring traps

Captures of A. sphaleropa and B. salubricola males during October, before
the installation of MD dispensers, showed that the initial populations were
homogenous in the control and MD-treated plots in the three sites for the
2017-18 season (Table 1). In the second season, however, the initial
populations of A. sphaleropa were lower in the MD-treated plots (Table 1),

possibly as a result of the MD treatment in the previous season.
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Table 1. Argyrotaenia sphaleropa and Bonagota salubricola male captures in
pheromone traps prior to the installation of mating disruption dispensers.
Each value represents the average cumulative captures of 12 traps in 3

weeks. Error terms indicate SEM.

Argyrotaenia sphaleropa Bonagota salubricola
Season Site Control .Matln.g p-value Control _Matmg p-value
disruption disruption

1 257+53 At 2733x51A 0582 16+x04A 17=x07A 0.547

1 2 98+15A 8.33+1.2A 0.794 46+13A 40+x10A 0.768

3 171+34A 157+23A 0.728 20+£07A 15+05A 0.699

1 6.3£1.3A 18+0.6B 0.001 12+x04A 0B 0.002
2 2 6.7t 1.2A 06+03B 0.00038 1.0+03A 03+03A 0.053
3 23.0+3.0A 23+11B <0.0001 0.3+03A 0A 0.317

T Different letters indicate significant differences between future treatments for each species (P < 0.05).

After installation of MD, the silencing of monitoring traps was virtually
complete for both species in the three sites and both seasons of study (Fig.
1). Male captures in traps located in the control plots showed the expected
population fluctuations, with peaks between December and January.
Captures in MD-treated plots, on the contrary, were almost absent after
installing the dispensers in early November (Fig. 1). Male captures in control
plots showed that both species showed higher populations in the 2018-19
season that in the previous one. Indeed, male captures exceeded the
established threshold of 20 males/trap/week in the control plots (Fig. 1),
which triggered applications for leafroller suppression in the control treatment
plots (Table S2). Within each season, population densities showed variability
among the three plots. Taking into account the cumulative captures per
season, pest species and plot, it can be observed that A. sphaleropa was

more abundant in Site 1 and 3, while B. salubricola was slightly more
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abundant in Site 2. These trends were similar from one season to the next,

even though overall captures increased in the second season (Fig. 2).
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Figure 1. Average weekly male captures in monitoring traps in the control
(grey line) and mating disruption (black line) plots. Open circles, squares and
triangles show captures in control plots 1, 2 and 3, respectively. The
corresponding black markers show captures in MD plots. Arrows indicate
installment of MD dispensers. Each data point is an average of 12 traps.
Vertical lines show SEM. A: Argyrotaenia sphaleropa 2017-18; B: Bonagota
salubricola 2017-18; C:. Argyrotaenia sphaleropa 2018-19; D: Bonagota
salubricola 2018-19.

The average cumulative captures per leafroller species, treatment and

season are compared in Table 2. In both seasons the control plots showed

significantly higher cumulative captures than the mating disruption plots, with
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significant more captures in the second season. The difference between

seasons was reflected in the damage assessment as well, as shown below.

350 1
300 A
250 A
200 A

150 - —]:—

100 -

Cumulative adult captures

.

e TN

2017-18 2018-19 2017-18 2018-19 2017-18

Site1 Site 2

2018-19

Site 3

Figure 2. Average cumulative captures of Argyrotaenia sphaleropa (light

grey) and Bonagota salubricola (dark grey) adult males in the control plots of

the three study sites. Data represent the average of 12 traps. Error bars

represent SEM. See text and Table S2 for site descriptions.

Table 2. Average cumulative captures for Argyrotaenia sphaleropa and

Bonagota salubricola per treatment and season. Averages are calculated

from cumulative captures of all traps and sites. Different letters indicate

significant differences between seasons or treatments for each species

(p < 0.05).
Season Treatment A. sphaleropa B. salubricola
Control 86.07+7.70b 28.11+5.29B
2017/18 Mating disruption 0.98+0.82 ¢ 0.94+0.87C
Control 21551 +12.30a 84.80 £ 10.90 A
2018/19

Mating disruption

0.98+0.82 ¢

0.23+043C
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3.2 Fruit damage

For both seasons, monthly fruit assessments showed that leafroller damage
was similar in mating disruption and chemical control plots (Figure 3). The
apple variety in all sampling areas (Red) is usually harvested in early-March,
but in the 2017-18 season it was harvested in late February, so no damage
data was available from March. Fruit monitoring in the first season showed
overall low damage levels. In the second season, the higher population levels
resulted in overall higher damages specially in February, coinciding with the
adult peak observed early that month (Fig. 1). Noteworthy, the leafroller
population peak appears to have been supressed in the nearby MD-treated
plot within the same orchard. Finally, in the second season the fruit sampling
closer to harvest (March) showed lower damage than earlier in the season
(Figure 3).
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Figure 3. Monthly percent average fruit damage from samples of 800 fruits in
plots with mating disruption (dark grey bars) and control treatment (white
bars) for different sampling dates and seasons. Different letters indicate
significant differences (p < 0.05).
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3.3 Cage experiments

Cage mating rates provided another assessment of MD effectiveness. The
tests were done in February, more than three months after the installation of
dispensers. Females from cages placed in the mating disruption plot were
significantly less successful in laying viable eggs in the case of A. sphaleropa
(Table 3; P < 0.0001). While most females from the control plots laid viable
eggs, and therefore mated with the single male available in the cage, only
about a third of the females exposed in MD plots were confirmed to have
mated (Table 3). In the case of B. salubricola the availability of virgin males
and females was not enough to achieve a meaningful sample size, so
although the results are in line with those of A. sphaleropa, no conclusions

can be drawn.

Table 3. Females laying viable eggs after field cage experiments.

Females with viable

Treatment Plot N eggs [N (%)]
0,
Argyrotaenia Control 22 20 (91%)
sphaleropa MD 22 7 (32%)
0,
Bonagota Control 5 4 (80%)
salubricola MD 5 2 (40%)

3.4 Pheromone release rates

Dispenser durability was assessed by weight loss and measured for nearly
four months from mid-November (time of dispenser installation) through mid-
March (beyond harvest date for most apple varieties). The results show that
both dispensers last for the entire season with fairly stable pheromone
emission levels up to 90 days, then decreasing towards the month of the
measurement period (Figure 4).

The dispenser weight loss was well represented by the quadratic function,

resulting in significant models with coefficients of determination above 0.99
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for both dispenser types and seasons (Table 4). The numbers of days in the
field to reach the minimum dispenser weight (pheromone depletion) was
estimated for each model (Table 4). Even though the estimated days when
the minimum weight is reached is outside the model definition zone, they do
confirm that the dispensers have a duration of at least 119 days, covering the

entire productive season.

Table 4. Quadratic regression parameters [$2, f1 and So] and coefficient of
determination (R?) for dispenser weight versus time (x, days), per species

and season. Depletion time (Days) was estimated from the first derivative

[- Bl/ 2[32 = 0]

Species Season Bo b1 B x10° R? Days
) 2017-18 0.95 - 0.001 3.6 0.9966 139
Argyrotaenia
sphaleropa
2018-19 0.94 - 0.001 4.2 0.9947 119
2017-18 0.95 - 0.00089 25 0.9924 178
Bonagota
salubricola
2018-19 0.94 - 0.0007 1.8 0.9955 194
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Figure 4. Seasonal weight loss of MD dispensers of Argyrotaenia sphaleropa
(top charts) and Bonagota salubricola (bottom charts) for two consecutive
seasons (N = 12 dispensers / species / season). Bars represent average
weakly emission rates (mg). Numbers above remaining pheromone trends
represent the percent pheromone remaining. Weekly temperature variations
are shown for reference. Values in week 49 of 2018/19 are missing due to

wet dispensers that resulted in invalid weight measurements.

4 DISCUSSION

Our results show that mating disruption (MD) is feasible and effective as a
control strategy for the leafrollers A. sphaleropa and B. salubricola in apple
orchards. The assessment of fruit damage, the main indicator for MD
efficacy, showed that MD-treated plots and conventional insecticide-
managed plots did not differ in the presence of fruit with leafroller damage,

which varied between 0% and 1.8% for MD and between 0% and 2.8% in
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plots under conventional control. These results coincide with the data
presented by Pastori et al., in relation to the percentage of fruit damage by B.
salubricola, comparing plots with MD and integrated pest control, which even
in the presence of MD reported higher damage percentages, up to 4.75%.%°
Unfortunately, due to the commercial nature of the orchards that were
available for the experiments, we were not able to compare MD-treated with
untreated control plots. The comparison therefore is between MD and
insecticide control, with fruit damage within acceptable ranges under both
management strategies. As shown in Table S2, an important usage of
insecticides targeting leafrollers was avoided in the MD-treated plots.

The experiments were conducted throughout two consecutive seasons in
three plots located in different orchard estates. As shown in Table 1, prior to
the deployment of MD dispensers, the estates differed in the relative and
absolute abundance of both species, mostly due to different levels of the
more abundant A. sphaleropa. This initial difference among plots did not
affect the damage rates, suggesting that MD would be effective under
various initial populations. The initial population levels were also compared
between MD-treated and control plots within each site. One MD and one
control plots separated by 200 m were setup in each estate, so as it was
expected, levels of trap captures prior to the instalment of MD were similar in
the MD-treated and control plots in the first season. However, significant
differences were found in trap captures between MD-treatment and control
plots in the second season, with some control plots showing higher initial
captures. Studies conducted by Porcel et al. report the same result in the
tortricids Spilonota ocellana and Hedya nubiferana, observing a significant
increase in the silencing of the traps between the first and second year of the
study. ** Our hypothesis to explain this is a carryover effect of the pheromone
dispensers from one season to the next since dispensers were not removed
after the first experimental season.

After the instalment of MD dispensers, there was a strong and sustained

silencing of pheromone traps for both species, in all three plots and in both
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seasons. These results agree with those obtained by Pastori et al. in apple
orchards, using MD for B. salubricola. ?® The same phenomenon was
reported for the control of other lepidopterans such as G. molesta *°, C.
pomonella, S. ocellana **, Cossus insularis *°, Thaumetopoea pityocampa *°,
among others. This contrasted with captures in pheromone traps in all control
plots, which were observed throughout the season and clearly showed the
usual population fluctuation patterns. Captures in the control plots also
showed that the initial population differences between species, seasons and
estates were maintained later in the season, as shown by cumulative
captures. However, these differences did not affect trap silencing in the MD-
treated plots, again suggesting that population levels and relative proportion
of the leafrollers does not seem to be a problem for the effectiveness of MD.
Trap silencing is a good indicator of effective control by mating disruption, so
this clear-cut effect provides strong support for MD for both leafrollers,
however, it has been proven that mating can occur even with total inhibition
of captures in traps, for which other indicators must be estimated.®*

Fruit damage assessment showed low and stable damage rates throughout
both seasons. One of the plots, labelled as 2, showed an increase in fruit
damage in January and February of the second season in the control plot,
which seems to have been supressed by MD. In contrast, the same site
showed higher damage in the MD-treated plot by the end of the first season,
showing some inconsistent results in this particular site, which was
coincidently the site with higher proportion of B. salubricola with respect to A.
sphaleropa. The size and shape of the orchards are key in reducing damage
when the MD technique is applied. The immigration of fertilized females from
outside the treated area may be a factor that explains the results obtained in
plot 2, since the efficacy of the MD technique in a specific orchard compared
to the application on a wide area, may not reach its optimal level.>** Worth of
note, damage by both leafrollers cannot be differentiated by monitoring the

fruit. Overall, fruit damage was low and not different between MD-treated and
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conventional insecticide leafroller management, further supporting MD as an
effective technique for these species.

Caged adult couples provided another line of support for MD. One female
and one male, both unmated, were enclosed overnight to allow mating. The
close proximity of male and female in the cage would favour mating even
under conditions that prevent the male to follow a pheromone plume.
However, the rate of mating, estimated as the females laying viable eggs,
showed that under MD conditions mating is greatly supressed, at least for A.
sphaleropa. About 9 of 10 females exposed to males in the control plot laid
viable eggs, while only 3 out of 10 did so when left in the MD-treated plot.
Mating evaluation studies carried out for Lobesia botrana ?°, C. pomonella **

and C. insularis *°

, coincide in that the proportion of fertilized females is
higher in the control plots in relation to MD-treated plots.

These results would indicate that after approximately four months after
installing the pheromone dispensers, at least for A. sphaleropa, they still
release an adequate amount of it under field conditions; sufficient even to
prevent mating with male and female in close proximity. This also reaffirms
that the installation date of the pheromone dispensers (early November) was
correct, in accordance with what was evaluated by Pastori et al., where later
installation dates (December) decreased the mating interruption rate by
almost 20%.%°

In the case of B. salubricola there was a similar trend, but the low number of
replicates achieved prevents to draw any conclusions.

Finally, dispenser weight loss was followed through the season under field
conditions, resulting in relatively stable weight loss for more than 100 days
for both dispenser types, also consistently across seasons. This indicates
that the rope dispensers with the pheromone formulation for A. sphaleropa
and B. salubricola last for the entire growing season, with no re-application
needed. From an economic feasibility standpoint this is also an encouraging

result.

87



Overall, our results strongly support the MD technique for the combined
management of the native leafrollers A. sphaleropa and B. salubricola in
apple orchards under area-wide MD management for codling moth and
oriental fruit moth. Further evaluation of the technique would possibly require
a large-scale experiment and an economical assessment of the costs for the

growers.

5 CONCLUSIONS

The efficacy of the mating disruption method for A. sphaleropa and B.
salubricola was demonstrated by registering a complete trap silencing, the
decrease in the mating rate of adults of A. sphaleropa and an adequate
duration of the pheromone dispensers in field, with no need to replace them.
Despite the fact that damage percentages exceeding 1% were sometimes
recorded, since no significant differences were found between the
treatments, we can affirm that the mating disruption technique obtained
similar results to the chemical control method. However, the big difference is
that in the face of similar levels of fruit discard caused by these pests, the
use of mating disruption has broad advantages over the environment and the

human health, by reducing the number of insecticide sprays.
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Supplementary material

Table S1. Main characteristics of the three experimental orchards and
treatment plots.

Site 1 2 3
S 34° 48' 2.65" S 34° 44' 10.05" S 34° 43' 54.97"
Coordinates
W 56° 17" 3.28" W 56° 17' 57.07" W 56° 19'39.77"
Total size
(Ha)" 16 9.2 46
Main crops2 Apple/Peach Apple/Pear/Peach Apple/Pear
Treatment Apple variety (Ha)
Matin Gala (0.9) . Red delicious (1.9) . Earlyred one
disru tigon Red delicious-Gala (1.7) Galaxy-Red delicious (0.5) (3.6)
P Red scarlet (0.7) Red chief (0.6)
Total area
(Ha) 3.3 3.1 3.6
Gala (1.6) Early red one (1.8)
Control Red delicious-Gala (1.2) Red chief (1.3) Eam{ ‘{elo)' one
Red chief (0.8) Red delicious (0.6) '
Total area 4.1
(Ha) 3.6 3.7

!indicates total area of the estate

% indicates other fruit crops in the area besides apple orchards
¥ mixed orchards with both varieties
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Table S2. Insecticide sprays, with direct or collateral control on leafrollers, in
control plots for the three sites during the 2017-18 season.

Site Spray date Active ingredient Active ingredient/ha
October 14 pyriproxifen 15cc
1 December 13 methoxifenozide 150 cc
October 13 novaluron 150 cc
December 7 methoxifenozide 150 cc
December 27 cispermethrin 75 cc
2 January 18 matrine 75 cc
Egg:ﬂzg ;2 cispermethrin 75 cc
December 18 methoxifenozide 150 cc
January 26 deltamethrin 15 cc
3 January 30 malathion 3000 cc
February 10 phosmet 1500 gr
February 20 malathion 3000 cc

Table S3. Insecticide sprays with direct or collateral control on leafrollers, in
control plots for the three sites during the 2018-19 season.

Site Spray date Active ingredient Active ingredient/ha
October 10 methoxifenozide 150 cc
October 19 methoxifenozide 150 cc
1 January 4 deltamethrin 15 cc
January 31 deltamethrin 15cc
March 2 deltamethrin 15 cc
2 February 21 spinosyn A and D 110 cc
December 22
January 2
3 January 21 methoxifenozide 150 cc
February 7
February 26
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Figure S1. Aerial photographs of the three experimental sites and treatment
distribution.
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Figure S2. Quadratic model fit for the average dispensers weight data (blue

points) and the prediction intervals (black outer lines) for each species in

each year (P <0.0001).
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