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Resumen

En Chile, Lobesia botrana es wuna plaga sometida a una campafia de
erradicacion/contencion por el SAG, y su manejo emplea la confusion sexual (CS) como
una herramienta fundamental, la cual es normalmente evaluada respecto del impacto en los
machos (capturas en trampas) o, indirectamente, por los dafios producidos en los cultivos
infestados. El presente estudio abord6 el desarrollo de las bases para implementar la técnica
de la “hembra centinela”, confinando hembras virgenes por un tiempo acotado y evaluando,
luego, su estatus de copula. En teoria, una hembra en esas condiciones (CS) no deberia
copular, o bien hacerlo en baja proporcion. Para el estudio, se utilizaron pupas
proporcionadas por FDF (colonia oficial autorizada por el SAG) y los estudios se
desarrollaron en laboratorio, bajo bioseguridad, evaluando en hembras adultas: edad a la
copula; dimensiones de la bursa copulatrix en virgenes y copuladas, y su conservacion
fijadas en alcohol en el tiempo. Adicionalmente, se evaluaron dos métodos de
confinamiento (con un ala amarrada a una plataforma vs. libres en jaulas de acceso
restringido). Se midio los respectivos % de cépula al exponerlas a machos virgenes. Se
observo que las hembras son capaces de copular y oviponer entre las 24 y 48 horas después
de la emergencia desde la pupa. La bursa copulatrix de una hembra virgen mide 0,9 £ 0,03
mm de largo x 0,2 + 0,01 mm de ancho, mientras que en una hembra cubierta (copulada)
mide 1,1 + 0,5 x 0,5 £ 0,3 mm, y permanece en esas condiciones por al menos 30 dias
conservada en alcohol. Entonces, la medicion de la bursa constituye un criterio objetivo
para determinar el estatus de copula de una hembra. Las hembras virgenes confinadas
fueron capaces de copular bajo ambos métodos de confinamiento, 92% con ala amarrada y
64% en jaula sin CS. Estos antecedentes servirdn para evaluar estos métodos en
condiciones confinadas en campos tratados con CS, para definir su utilidad en determinar el
éxito de la confusion y/o la ocurrencia de cépulas cuando se emplea esta estrategia de
manejo.

Palabras clave: bursa copulatrix, comportamiento de copula, confusiéon sexual, manejo
integrado de plagas.



Abstract

Lobesia botrana is a pest under an eradication campaign by SAG in Chile, which uses
mating disruption as key pest management, that can be evaluated by the impact on male
(trap captures) or, indirectly, by the damage in the host. This study attempted to develop
and establish the foundations to find other way to evaluate this strategy. We study the
“sentinel female technique”, which consists into confine virgin females in MD treated sites
for a given time to measure the mating status that should be reduced significantly under
these conditions. With this objective, we used pupae from the FDF colony (official colony
authorized by SAG) and it was studied in laboratory, under biosecurity conditions,
evaluating in adult females: age at mating; bursa copulatrix morphometric dimensions in
virgin and copulated females, and its duration in time; two confinement methods were
evaluated (one wing tight on a platform vs. small cages with restriction to get out), and its
respective % of mating after exposure to virgin males. Oviposition occurred between 24
and 48 hours after the emergency from pupae. Bursa copulatrix measures were 0,9 + 0,03
(length) x 0,2 + 0,01 mm (width), while a copulated female has 1,1 + 0,5 x 0,5 + 0,3 mm of
bursae. These dimensions persisted about 30 days. Thus, the bursa copulatrix becomes an
objective parameter to determinate the mating status of a female. In both methods, females
were able to copulate (92% in wing tight and 64% in small cages). These data should be
useful to evaluate these methods under MD in fields to define if this is a useful method to
evaluate the efficacy of MD and/or the occurrence of copula.

Keywords: bursa copulatrix, mating behavior, mating disruption, integrated pest
management



Introduccion

Lobesia botrana Den & Shiff (Lepidoptera: Tortricidae), la polilla europea del racimo, esta
presente en la totalidad de los paises de Europa, ademas de algunos en el continente
asiatico, como lIsrael y otros en Africa. En los Gltimos afios ha sido reportada en 3 paises de
América: Estados Unidos, Argentina y Chile (Fuentes y Slater, 2014). Si bien la literatura
sefiala diversos hospederos frutales (Vid, Arandano, Ciruelo) y no frutales (Crataegus y
Ligustro) que estadn presentes en forma abundante en nuestro pais, Lobesia tiene como
hospedero casi exclusivo a la Vid (Sazo, 2014). Sin embargo, durante la temporada 2014-
2015 se reportaron capturas de hasta 60 mil individuos en huertos de cerezo, y alrededor de
30 mil individuos en huertos de manzanos, perales, nectarines, durazneros y damascos
(Barriga, 2015)*. Aln asi, la polilla no se adapta facilmente a otros hospederos pero,
circunstancialmente, cuando el alimento es limitante y la fenologia de un potencial
hospedero (Ej: Carozos) coincide con el periodo de floracion o fruto recién cuajado, L.
botrana puede cambiarse a ese sustrato. Sin embargo, esta especie prefiere el racimo de la
vid desde que aparece hasta el final de temporada (Sazo, 2014).

En Chile, L. botrana fue detectada y declarada como plaga cuarentenaria bajo control
oficial en abril del 2008. Se encuentra mayoritariamente entre las regiones Metropolitana,
y VII, pero en el pais se ha reportado entre las regiones Il y IX. Este insecto presenta 3
generaciones por temporada en la zona central, y cada una de ellas causa dafios
caracteristicos. La emergencia del primer vuelo se inicia a finales de septiembre, con una
protandria (emergen primero los machos) de algunos dias, y se prolonga alrededor de 4-6
semanas, pero al final del periodo de vuelo predominan las hembras (Torres, 2014). Luego
presenta otros dos vuelos en diciembre y febrero (SAG, 2014).

La magnitud de su dafio no radica solo en que esta plaga se alimente de flores y frutos de
las especies atacadas, y ademas ocasiona ataques fungosos en los racimos, sino que el
mayor dafio lo produce su presencia debido a su categoria de plaga cuarentenaria en los
principales paises que conforman el mercado de la fruta fresca chilena (Fuentes y Slater,
2014). Entre estos destacan: China, Brasil, Nueva Zelanda, Australia y; entre los paises que
esta plaga esta presente, pero que se encuentra en proceso de erradicacion o es considerada
plaga cuarentenaria, destacan EEUU, Canada y México (Barriga, 2015).

Morfologia

El adulto es de aproximadamente 10-13 mm de envergadura alar y 6-8 mm de longitud en
reposo. Su tamafo, no obstante, depende mucho de la calidad del substrato nutritivo a lo
largo del estado larvario (Torres et al., 1999). No existe dimorfismo sexual pronunciado y
el disefio alar es similar entre machos y hembras. Sin embargo, los sexos son diferenciables

! carlos Barriga, Asoex, en revista Red Agricola N°73: Pp 24-29.



tanto por su morfologia como por su comportamiento. Los machos, en contraste con las
hembras, presentan un abdomen mas delgado, poseen un peine anal de escamas
modificadas y movimientos mucho mas agiles y nerviosos cuando se les molesta (Torres,
2014). Por otra parte, tanto en estado de pupa como adulto, es posible diferenciar los sexos,
ya que el macho posee 12 segmentos abdominales (11 mas el segmento que tiene el
cremaster) y antenas mas largas que la hembra, que posee 11 segmentos abdominales (10
mas el segmento que tiene el cremaster) (FDF, 2014). La hembra de L. botrana presenta
dos aberturas genitales (SubOrden Dytrisia): el “ostium”, ubicado ventralmente entre el
séptimo y octavo segmento del abdomen (Van der Guest, 1991), que es el orificio
copulador por donde el macho deposita el espermatoforo y; el gonoporo a través del cual
emergen los huevos durante la ovipostura (Rubio y Valencia, 2009) ubicado usualmente
entre el noveno y onceavo segmento del abdomen en Tortricidae (Van der Guest, 1991).

Reproduccion

El aparato reproductor masculino produce los espermios, los que se transfieren a la hembra
en una estructura llamada espermatoforo, una capsula en la cual la esperma es transferida a
la hembra (Chapman, 2013). En Tortricidae, éste termina su formacion dentro de los ductos
femeninos una vez comenzada la cépula, y finalmente es depositado en la bursa copulatrix
(Van der Geest, 1991; Chapman, 2013), una estructura anexa del aparato reproductor
femenino que esta compuesta de dos partes: un ducto delgado llamado “ductus bursae” y
un saco méas amplio Ilamado “corpus bursae”, el cual tiene una o dos espinas o signum
(Van der Geest, 1991). Las signae desgastan el espermatoforo de forma gradual con el
movimiento de sus espinas hasta que este se rompe y libera la esperma. La entrada del
espermatoforo a la bursa provoca que ésta se expanda, lo que permite verificar el estatus de
coépula de una hembra e identificar si ésta ha sido o no copulada. Luego, los espermios
migraran desde la bursa copulatrix a la espermateca, donde se mantendran hasta el
momento de la fertilizacion del dvulo. (Chapman, 2013)

Conducta sexual

Los adultos presentan una actividad méxima durante el crepusculo donde ocurren eventos
como el llamado (donde la hembra emite la feromona para atraer al macho), vuelo
orientado (la busqueda de la hembra realizada por el macho), cortejo (fase de
reconocimiento y evaluacion pre-copula), acoplamiento (encuentro sexual o copula) y
ovipostura, aunque pueden presentar actividad sexual en otros horarios, menos
frecuentemente durante el alba o en dias nublados (Torres, 2014).

Las hembras son usualmente mondgamas (copulan con un solo macho) pero varios factores
pueden promover poligamia o acoplamientos multiples (Torres et al., 1997). Al contrario,
los machos son predominantemente poligamos (Torres et al., 1995). Las hembras, 1 a 3 dias
tras el acoplamiento, segun la temperatura, inician la puesta sobre las bracteas, los botones



florales y, mas raramente, sobre el raquis de las inflorescencias, pampanos, bayas y hojas,
ya que las superficies lisas del vegetal estimulan especialmente el reflejo (conducta) de
puesta (Marchal, 1912; Torres, 2014).

Confusion sexual (Mating disruption)

En los insectos voladores, principalmente en los nocturnos o crepusculares, el principal
sistema de orientacion para encontrar a la pareja sexual es el olfatorio. Los machos
detectan los volatiles (feromona) emitidos por hembras conespecificas y siguen la ruta de
la feromona emitida al aire (pluma de olor) hasta encontrar la fuente. Es por esto que uno
de los sistemas de control busca la interrupcion de estos canales de comunicacién mediante
la liberacion de grandes cantidades de componentes feromonales desde numerosas fuentes,
al ambiente, que simulen e imiten a estas feromonas (Bartell, 1982), generando un efecto
desorientador en los machos o confusion sexual (CS).

Los métodos de confusion sexual para el control de los principales lepiddpteros de los
cultivos fruticolas y viticolas ha ido aumentando de manera constante en los Gltimos 10
afios, llegando a tener una superficie tratada de 102 mil ha en la Union Europea, donde 60
mil de estas estan destinadas a control de L. botrana (CBC, 2013).

Estos métodos de interrupcion de cépula, han adquirido especial importancia debido a que
es un método efectivo, con muy bajo impacto ambiental, que tiene efecto especifico sobre
los individuos en el &rea tratada, generando un impedimento a las copulas, reproduccion vy,
consecuentemente, una reduccién de individuos por un periodo largo de tiempo en la zona
(Witzgall et al., 2008), lo que reduce el dafio, el cual en el tiempo tiende a desaparecer al
igual que las poblaciones de la especie objetivo. Este método es efectivo debido a que
genera falsas plumas de olor, o porque saturan el ambiente de feromona lo que hace que el
macho simplemente no encuentre a la hembra o que este sature sus receptores en las
antenas y no efectle su busqueda. Sin embargo, no solo los machos de la especie se ven
afectados por esto. Algunos autores han demostrado que las hembras también pueden
detectar y responder a feromonas intraespecificas (Harari et al., 2014). En algunos casos, la
presencia de feromona de la misma especie, puede adelantar o atrasar el llamado de las
hembras, puede afectar también la oviposicion y tasa de fecundacion entre otros
(Palanaswamy y Seabrook, 1978).

Generalmente las fallas de estos métodos de confusion sexual son atribuidas a migracion
de hembras gravidas (fertilizadas en el entorno) a las zonas tratadas, provenientes de
lugares que no estan bajo estos tratamientos (Sexton e II’ichev, 2000). Sin embargo, se ha
demostrado que existe un porcentaje de hembras que son copuladas bajo estas condiciones
(CS), lo que no significa que estos métodos en determinadas circunstancias no sean
totalmente eficientes en impedir todas las copulas (Harari, 2014). Segun Barriga (2015), a
medida que la superficie tratada con confusion sexual vaya aumentando, habrd que ir
cambiando de indicadores que muestren la poblacidn presente en una determinada zona,
porque dicha técnica cancela las capturas de machos en trampas de feromonas.
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Hembra centinela

La hembra centinela, es un método de evaluacion en el cual se exponen por un tiempo
acotado hembras virgenes confinadas para atraer machos a ellas o a trampas. Este método
permite, luego, recuperar a los individuos expuestos para medir, indirectamente, diferentes
variables de la poblacién de machos en una superficie. Quiroz (1978), aunque no utilizé el
método de hembra centinela per se, empled hembras virgenes de Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) en trampas, obteniendo resultados positivos en la captura de
machos, capturando mas de 100 machos/trampa/dia. Por otra parte, Uchda-Fernandes y
Vilela (1994), utilizaron este método para comparar distintos modelos de trampas para la
captura de polilla del tomate, demostrando que las trampas con “feromona natural” son
especificas y sensibles a las poblaciones de machos. Ademas, en la respuesta de machos
ante hembras virgenes y a distintas concentraciones de feromona sintética de T. absoluta,
no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en una comparacion realizada
por Ferrara et al. (2001). También se ha utilizado la hembra centinela en Lobesia botrana,
donde se demostrd que, esta especie, es capaz de copular en cajas pequefias al comparar
distintas concentraciones de feromonas (CS) (Briand et al., 2012). Harari (2014) utilizo
este método para determinar qué factores bioldgicos se ven afectados en la polilla europea
del racimo al exponerla a feromona sintética y, a diferencia de Briand et al. (2012),
demostrd que si existe una reduccién en la habilidad reproductiva de la hembra al estar
expuesta a altas concentraciones de su feromona. Ademas, en la bibliografia se encuentran
métodos que, aunque no son llamados “hembra centinela” como tal, funcionan bajo la
misma légica, como plantea Stelinski et al. (2007) al exponer hembras virgenes de Tuta
absoluta (Meyrick) con un ala anterior amarrada y, como demuestran Curkovic (2004);
Briand et al. (2012) y Soopaya et al. (2015) al exponer hembras encerradas en jaulas
cilindricas con aberturas para el ingreso de los machos, para luego evaluar el estatus de
copula de las hembras por la via de la observacion de la morfologia de la bursa copulatrix
conteniendo (0 no) el espermatdéforo, entre otros métodos. Estos resultados permiten
considerar el método de exposicion de la “hembra centinela”, como un posible indicador
que demuestre la presencia y copula de una poblacion de L. botrana en una zona bajo CS.
Debido a esto se plantea validar este método para L. botrana en Chile.
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Objetivo general

Evaluar el método de la hembra centinela en condiciones de laboratorio para generar las
bases de un método para definir el estatus de cdpula de L. botrana.

Obijetivos especificos

Establecer la edad de las hembras de L. botrana a la cépula.

Caracterizar morfoldgica y morfométricamente las bursae copulatrix de hembras cubiertas
y virgenes de L. botrana.

Medir los dias que la bursa expandida (hembra copulada) mantiene su forma (morfometria)
en condiciones de laboratorio.

Evaluar dos métodos de confinamiento de hembras que permitan copula en condiciones de
laboratorio.

12



Materiales y métodos

Lugar de estudio
Colonia

Las pupas de machos y hembras de Lobesia botrana (Figura 1) fueron proporcionadas por
la Fundacion para el Desarrollo Fruticola (FDF), que cuenta con una colonia oficial
autorizada por el SAG capaz de generar miles de individuos por dia, ubicada en la comuna
de Quilicura (Regién Metropolitana, Chile), y que cumple con los estandares de
bioseguridad exigidos para estos propositos por la autoridad competente. La crianza se
mantiene en una camara de clima controlado a 23°C, 50% de humedad, 16 horas de luz, y
una dieta en base a nutrientes naturales y preservantes (FDF, 2014)>.

Figura 1. Hembra adulta (izg.) y macho adulto (der.) de Lobesia botrana (Garrido, 2009;
Gilligan & Epstein, 2014).

Equipamiento Laboratorio Universidad de Chile

La diseccion de abdomenes de hembras de L. botrana se realiz6 con un bisturi fino (Swann
Morton n°24) y pinzas de baja presion de punta fina (FST 11253-10), bajo lupa
estereoscopica (40x) Mod. BLZTX-EC2, para obtener las bursae copulatrix, las cuales
fueron medidas con pie de metro digital (Veto E5001207) y fotografiadas (Canon
PowerShot SX210 IS).

* Comunicacion personal con David Castro, Ing. Agronomo, Jefe drea de Entomologia Cuarentenaria,
Fundacioén para el Desarrollo Fruticola (FDF).
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1. Materiales

1.1 Arenas de observacién

Para elaborar las arenas se utilizaron potes plasticos cilindricos y transparentes de 18 cm de
alto x 10 cm de didmetro. Se realiz6 un agujero en la base para introducir una mecha de
algodon con una solucion azucarada al 20%. Se removid una seccion de la tapa que fue
cubierta con una malla de tul para permitir aireacion en el interior. Cada arena se asocio a
un codigo distinto (Figura 2).

Figura 2. Arena de observacion montada, con pupas de L. botrana.

1.2. Plataformas para hembra centinela con ala amarrada

Para el método de exposicion de hembras con un ala amarrada (explicado en la seccion
2.5), se utilizé una base de cartdén de 8 cm de diametro, perforado en el centro con un clip,
el cual sirvi6 para fijar el hilo con el que se amarrd el ala (Figura 6).

1.3. Jaula cilindrica

Se utilizaron sujetadores cilindricos de plastico para cabello (ondulines) de 6,5 cm de largo
y 1,7 cm de didametro interno, los cuales fueron cubiertos con una malla antiafidos para
evitar el escape de la hembra, de tal forma que se cubrié uno de sus extremos, mientras que
el otro se dejé abierto para insertarle un cono de plastico con didmetro externo de 25-30
mm y diametro interno de 7-8 mm, para permitir la entrada de los machos y dificultar la
salida de los individuos (Figura 3).

14
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Figura 3. Sujetadores de cabello cilindricos (jaulas cilindricas) sellados con malla antiafidos

y cono.

2. Metodologia

2.1. Sexado
Previo a los estudios, se realizd el sexado de pupas de Lobesia botrana. Seguin los
caracteres antes descritos (ver “Morfologia” pag. 8-9) (Figura 4).

1
2
3
4
5
6
7

0
cremaster

Figura 4. Imagen izquierda: Hembra (izq.) y macho (der.) mostrando diferencias segun
segmentos abdominales. Imagen derecha: Largos de antena de hembra (izq.) y macho (der.)

de L. botrana.
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2.2. Estimacion de la edad a la copula

Se seleccionaron pupas de 20 machos y 20 hembras y se dispuso 1 pareja por arena de
observacién (descrito en la seccion 1.1). Se revisaron cada 15 minutos entre las 17 y las 21
horas (basado en Torres, 2014), durante tres tardes consecutivas luego de la emergencia de
los adultos. Una vez emergidos los adultos, se midio el periodo de tiempo transcurrido
hasta la copula y, en caso de no observar el acople, se utilizd la ovipostura de huevos
fertilizados y que posteriormente dieron origen a larvas como indicador de copula.

2.3. Caracterizacion de la bursa copulatrix

Se colocaron 10 arenas con parejas de pupas (1 macho y 1 hembra) en cada una y, en otras
10 arenas, se pusieron 10 pupas de hembras solitarias. Estas arenas se encontraban bajo las
condiciones descritas de la colonia. Los individuos se mantuvieron vivos hasta cumplir la
edad media a la copula, estimada en 2.2. Luego fueron expuestas a CO, dentro de la arena
para inmovilizarlas y se depositaron en un frasco con alcohol al 70%, y fueron llevadas al
laboratorio de la Universidad de Chile.

2.3.1. Diseccién de abdémenes y extraccion de bursae

A cada hembra se le hizo un corte longitudinal en la linea media del dorso del abdomen.
Este método de corte se uso ya que, por la posicion de la bursa en el abdomen (ventral y
centrada), de esta forma no se dafia el corpus y ductus bursae al hacer la diseccion.

Se ubicé la bursa (por su forma caracteristica) y se extrajo con pinzas de baja presion y
punta fina y se mantuvieron en alcohol al 70%. Se caracteriz6 su forma y se midié el largo
y ancho (en el plano ecuatorial) del corpus bursae con pie de metro digital de hasta 0.01
cm, bajo lupa estereoscopica (40x) (Figura 5). Los resultados se expresaron como la media
(mm) + DE.
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Corpus bursae |<—— Signum

Ductus bursae

Figura 5. Genitalia de hembra de L. botrana, partes de la bursa copulatrix (Gilligan et al.,
2011).

2.4. Duracion de la bursa copulatrix expandida.

Se dispusieron 20 parejas y se procedié segun la descripcién hecha en la seccion 2.2. Luego
de la edad media de copula se fijaron y se disectaron las hembras. Se midieron sus bursae
como se sefiald en 1.2 y luego se fijaron en una solucion de alcohol al 70%. Luego se
midieron las bursae diariamente por 30 dias.

2.5. Métodos de confinamiento de hembras.

Se probaron dos métodos de confinamiento de hembras virgenes. En el primero, se amarro
un ala anterior de la hembra (Stelinski et al., 2007), de 25 hembras virgenes de L. botrana
previamente anestesiadas con CO,. La manipulacion se hizo manteniendo los ejemplares
anestesiados en una placa Petri que estaba sobre un gel frio a 0°C, logrando mantenerla
inmovil entre 1 y 2 minutos, periodo durante el cual se amarro el ala anterior derecha con
un hilo de algodon. El nudo se hizo primero sobre una pinza y luego, con esta misma, se
tomo una de las alas anteriores y se deslizd el nudo hasta su base, apretandolo con cuidado
de no cortarla. El hilo se fijo por el otro extremo a un clip situado en la superficie de una
plataforma circular de carton de 10 cm de diametro (Figura 6) y se dejo una mecha de
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algodon con una solucion azucarada al 20% cerca de la hembra para que esta se alimentara.
En los ensayos se usaron 25 plataformas con hembras virgenes expuestas a machos
virgenes en baterias Flanders.

Figura 6. Plataforma de cartén con hembra de L. botrana con ala amarrada.

El otro método de confinamiento utilizado fue el uso de jaulas cilindricas (descritas en la
seccion 1.3). Se colocé una hembra por jaula (n = 20) junto a una mecha de algodén con
solucion azucarada (20%). Se puso un cono plastico en el extremo abierto del ondulin y se
depositaron las jaulas dentro de baterias tipo Flanders, donde se introdujeron
posteriormente machos virgenes. Se considerd un tratamiento testigo, con hembras no
confinadas, expuestas a los machos virgenes.

Figura 7. Jaulas cilindricas con hembras virgenes de L. botrana en el interior.
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Las hembras, en las 3 condiciones (con alas amarradas, confinadas en ondulines y no
confinadas), se colocaron en diferentes baterias Flanders de 50 x 30 x 30 cm. Se utilizaron
3 baterias, una para cada método de exposicion (Figura 8). Se colocaron 5 machos y 5
hembras virgenes por bateria. Todos los individuos dispusieron de mechas de algodén con
una solucion azucarada en la bateria, plataforma o jaula. Luego de 48 horas de exposicion,
se colectaron las hembras fijandolas en alcohol para disectarlas como se describi6 en la
seccidn 2.3, y asi estimar sus estatus de copula en funcién de las dimensiones de la bursa.

Imagen 8. Baterias Flanders para evaluacion del estatus de copula de L. botrana.

Analisis estadistico

Estimacién de la edad a la copula

Se utilizaron 20 arenas de observacion en las cuales se midié el tiempo transcurrido hasta
que la hembra copulara con el macho o, en caso de no ver la copula, hasta que esta
ovipusiera huevos visiblemente fertilizados. Se consider6 huevo viable aquel opaco
blanquecino como fertilizado y; huevo transparente como no fertilizado dado que el
embridn no se desarrollo.
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Se calculo el periodo de tiempo desde que las hembras emergieron hasta que ocurrié la
copula y se calcul6 cuando ocurrié el mayor porcentaje de copulas durante este periodo (48
horas).

Caracterizacion de la Bursa Copulatrix

Se extrajeron 40 corpus copulatrix siguiendo lo planteado en las secciones 2.2 y 2.3, a las
cuales se midié largo y ancho de su plano ecuatorial. Se realizé una prueba t de student para
diferenciar los tratamientos (copuladas vs. sin copular o no fertilizadas) del largo y ancho
de las bursae.

Duracién de la bursa copulatrix expandida

Se utilizaron todas las bursae copulatrix obtenidas de los distintos andlisis y se midieron
los corpus bursae por separado en alcohol y en seco a condiciones ambientales durante 30
dias. Se utilizaron los parametros:

a) La bursa mantiene su forma.

b) La bursa mantiene su forma contraida o expandida pero se deshidrata (el corpus
bursae se desinfla).

c) Labursa cambia de forma.
Meétodos de confinamiento de hembras

Se realizé un DBCA donde cada bloque fue conformado por 3 baterias Flanders. Cada
bateria correspondié a un tratamiento (ala amarrada, jaula cilindrica y testigo), con 5
hembras virgenes expuestas a 5 machos virgenes cada una por el periodo de tiempo
estimado en la seccion 2.2 (48 horas). Se hicieron 5 repeticiones para cada método de
confinamiento. La unidad experimental fue una bateria Flanders con 5 parejas de L.
botrana en su interior. Los tratamientos fueron 3: Hembra con ala amarrada, hembra en
jaula cilindrica y el testigo (definidos en la seccion 2.5).

Debido a que el analisis de las cépulas no resultd lineal, ya que las respuestas obtenidas son
“hembra copulada” o “hembra no copulada”, el analisis estadistico se baso en un modelo
lineal generalizado de respuesta binomial con funcion de enlace logit, con un test de
verosimilitud de Wald. En el caso de existir diferencias, se procedida realizar el test de
comparacion multiple DGC (Di Rienzo et al., 2002).
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Resultados y discusion

Edad a la copula y ovipostura

El 85% de las hembras y el 80% de los machos emergid de la pupa en un plazo maximo de
10 dias (Figura 9) y el 64,7% de estas hembras puso huevos fertilizados (Figura 10) dentro
de ese mismo periodo. A los 14 dias, emergio el 95% (Figura 9) de las hembras y el 100%
de estas habia ovipuesto dentro de las arenas en ese plazo (Figura 10). Se presentd un 5%
de mortalidad de hembras y 0% en machos. En la Figura 9, la linea azul muestra las
hembras nacidas por dia, demostrandose que a partir del 8vo dia se alcanz6 la mayor
cantidad de emergencia de hembras adultas. En rojo se aprecia la sumatoria de hembras
emergidas, la cual alcanzé un total de 19 hembras vivas y 1 muerta (n = 20).
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Figura 9. Emergencia de hembras de L. botrana. La linea azul muestra las hembras nacidas
por dia, en rojo se aprecia la sumatoria de hembras emergidas.

En la Figura 10, la linea azul demuestra que la mayor cantidad de oviposturas se alcanzo al
décimo dia, justo 2 dias después de la maxima emergencia de hembras adultas. En la linea
roja se ve que todas las hembras vivas fueron capaces de oviponer. Esto corresponde con
los resultados de Ferro y Akre (1975) quienes dicen que los huevos aparecen en el ovario
24 horas después de la emergencia de la hembra en Cydia pomonella (Lepidoptera:
Tortricidae), periodo que debe cumplirse para que esta esté preparada para oviponer de
forma viable. Por otra parte, Van der Guest (1991) y Chapman (2013) mencionan que, en
otros grupos de Lepidoptera, el traspaso de la esperma a la espermateca puede tomar entre
12-18 horas en especies de Zygaenidae.
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Figura 10. Oviposturas en relacion a la cantidad de hembras emergidas (n = 20). La linea
azul demuestra la ocurrencia de oviposturas viables en la arena. La linea roja muestra la
sumatoria de arenas con oviposturas por dia.

El 25% de las hembras puso huevos fertilizados a las 24 horas después de su emergencia
desde la pupa. EI 70% de las hembras que no habian ovipuesto a esa fecha lo hizo entre las
24 y las 48 horas desde la emergencia desde la pupa y, el 5% de hembras restantes murié
previo a la emergencia. En los casos en que el macho emergié después que la hembra (20%
de los machos), se vio la copula al dia siguiente. Segun esto, la hembra y el macho estan
preparados para la copula entre las 24 y 48 horas después de la emergencia desde la pupa.

Una vez que se detectaron oviposturas y se verificd que fueran huevos fertilizados, los
individuos fueron recolectados y fijados en alcohol para posteriores analisis.

Caracterizacion de bursa copulatrix

Todas las hembras no expuestas a machos (virgenes o no cubiertas) presentaban el corpus
bursae contraido y la parte superior plegada (Figura 11). El ancho y largo, sin considerar
los ductus bursae mostré que, en promedio, la bursa, contraida, mide 0,21 £ 0,01 mm de
ancho en el plano ecuatorial y 0,92 + 0,03 mm de largo. Por otra parte, las hembras
copuladas presentaron el corpus bursae expandido y los pliegues que se veian en la parte
superior de las bursae de las hembras virgenes se estiraron, aumentando el volumen total de
estas. Las bursae de hembras copuladas, midieron 0,50 + 0,03 mm de ancho y 1,1 £+ 0,05
mm de largo (Figura 11) (p-valor 0,001).
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Figura 11. Aspecto y dimensiones de bursa copulatrix; copulada expandida (izquierda:
hembra copulada) y virgen contraida (derecha: hembra no copulada), L. botrana.

Como se observa en la Figura 11, la bursa al estar contraida (hembra no cubierta), en la
parte superior demuestra tejidos que se encuentran plegados. Una vez que la hembra es
copulada y el espermatéforo depositado en su interior, la bursa se expande y cambia su
forma, similar a lo planteado por Van der Geest (1991) y Chapman (2013).

Estos resultados muestran que las dimensiones, largo y ancho, presentan diferencias
significativas entre hembras virgenes y cubiertas, las que sirven para discriminar el estatus
de copula efectiva, es decir, si ha ocurrido la transferencia de espermios del macho a la
hembra. Sin embargo, basandose en las medias y en el caracter morfol6gico mas notable, la
mejor forma para definir este estatus de copula de la hembra es la medicién del ancho del
plano ecuatorial de la bursa copulatrix.

Duracién de la bursa copulatrix expandida.

De los andlisis realizados durante 30 dias sobre las bursae mantenidas en alcohol al 70%, se
observd que las expandidas (copuladas) mantenian su forma durante todo el periodo v,
luego de esos 30 dias, atn seguian conservandola con mediciones de largo y ancho de 1,0 £
0,03 mm y 0,48 + 0,03 mm respectivamente. Lo mismo ocurri6 con las bursas contraidas
con medidas de 0,21 + 0,01 mm de ancho y 0,92 + 0,03 mm de largo.
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Se observaron otras bursae copulatrix (tomadas del primer ensayo sobre la edad a la copula
de la hembra) conservadas en seco (25°C y 30% HR), en una placa sin solucion para
hidratar los tejidos. Estas bursae, al igual que en la solucion de alcohol, mantienen su
forma, aunque en las primeras, el 100% de las expandidas se ven afectadas por la
deshidratacion y quedan aplanadas (corpus bursae vacio/desinflado), en cambio la bursa
contraida queda en su forma original y se vuelve rigida.

Segun esto, durante los 30 dias de observacion, la forma de la bursa copulatrix no cambia
al ser extraida, ya que sumergidas en alcohol no hubo variaciones en su forma y siempre se
pudo diferenciar la expandida de la contraida a la lupa. Por otra parte, al mantenerlas secas
al aire, aun es posible diferenciar una de otra, pero estas se deshidratan y, en el caso de la
bursa expandida, esta queda aplanada (desinflada) en la zona central. Sin embargo, bajo
estas mismas condiciones, la bursa contraida se endurece pero se mantiene con la misma
forma en la que se extrajo de la hembra. Cabe decir, que no hay certeza de qué ocurre con
la bursa cuando la hembra sigue viva. No se obtuvieron registros de estos casos, por lo que
no se sabe si la bursa se vuelve a contraer luego de liberar la esperma de su interior.

Métodos de confinamiento

En los analisis de los testigos (sin confinamiento o amarre de alas), se revisaron 25 hembras
y se observo que las 25 tenian sus bursae copulatrix expandidas a las 48 h luego de
expuestas, por lo que se concluye que las condiciones en que se expusieron a los machos
eran favorables para la copula y transferencia de espermatéforos. En las hembras centinelas
expuestas con un ala amarrada se observé que 23 de las 25 hembras observadas tenian
bursae expandidas, equivalente a 92% de copula. En las hembras en jaulas se observé que
16 de las 25 hembras tenian la bursa expandida, un 64% de cépula bajo estas condiciones.
Segun el analisis estadistico, el tratamiento de cono demuestra diferencias estadisticamente
significativas, mientras que el testigo y las hembras con un ala amarrada no demuestran ser
estadisticamente distintos (p-valor 0,0003, ver Apéndice 1). No obstante lo anterior, en
términos préacticos, la dificultad para amarrar el ala implica que la hembra se debe mantener
anestesiada e inmovil la mayor cantidad de tiempo posible, ya que toma entre 1 y 2 minutos
manipularla para poder anudarla sin dafiarla y, a esto hay que agregarle la pérdida de
individuos que se dafian o mueren al montar este método. Ademas, seran presa facil de
depredadores en campo. Es por esto que se recomienda el método de la jaula, pues es mas
practico y rapido de montar. Si bien este ultimo, es estadisticamente inferior al del ala
amarrada y al testigo, Briand et al. (2012); Suckling et al. (2012); Harari et al. (2014) y
Soopaya et al. (2015) evaluaron jaulas similares con propositos parecidos, obteniendo
resultados concluyentes en ensayos de campo.

Cabe sefialar que los resultados obtenidos en el presente estudio se hicieron en ambientes
libres de feromona artificial de CS. En otras especies de Tortricidae como C. pomonella
(Harari et al., 2014) u otros lepiddpteros como S. litoralis y E. ambiguella (El-Sayed y

24



Suckling, 2005), quienes también incluyeron L. botrana en sus estudios, se ha demostrado
gue no hay reduccion en la conducta de llamada de las hembras expuestas a condiciones de
CS con feromonas sintéticas. Si bien, Harari et al. (2014), demostré que las hembras de L.
botrana expuestas a su propia feromona sexual, disminuyen su capacidad de llamar, estas
diferencias son leves y no significa que no ocurran estos eventos.

Otros autores, han reportado que en otras especies de Tortricidae como Choristoneura
fumiferana, las hembras son capaces de percibir la presencia de feromona de la misma
especie, lo que induce la ovipostura (Palanaswamy & Seabrook, 1978). En otros casos
como H. magnanima y Adoxophyes sp. (Noguchi y Tamaki, 1985), C. rosaceana y A.
velutinana (Gokge et al., 2007), se ha demostrado que existen reducciones en el periodo de
Ilamado de las hembras al ser sometidas a CS. Estos resultados son muy contrastantes unos
de otros, por lo que es necesario confirmar si la hembra de L. botrana es capaz de realizar
el llamado, la copula y la ovipostura bajo condiciones de confusion sexual.
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Conclusiones

El método de la hembra centinela en laboratorio permite definir el estatus de cépula de
Lobesia botrana.

El periodo de tiempo necesario para que la hembra, un vez emergida y expuesta a machos,
copule y oviponga, es 24 a 48 horas.

El tiempo que la bursa copulatrix extraida de la hembra permanece con la forma en la que
se encontraba al momento de extirparla de la hembra es de 30 dias 0 mas en alcohol.

La mejor variable morfométrica para discriminar si una hembra ha copulado o no, es medir
el ancho ecuatorial de su bursa copulatrix, ya que las medias de esta dimension varian
mucho mas, respecto a la bursa de una hembra no copulada, que las de la altura y son
mucho mas facilmente reconocibles.

El mejor método de confinamiento para evaluar el estatus de copula de L. botrana fue
amarrar un ala anterior de una hembra virgen. Sin embargo, es un método dificil de
implementar, por lo que el método de confinamiento en el ondulin, aunque menos efectivo,
es mas eficiente por ser mas practico y sencillo.

Finalmente, es importante evaluar estos métodos de confinamiento en campo y poder medir
si hay cdpulas en situaciones de uso de la confusion sexual contra L. botrana.
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Apeéndice 1

1. TRAMPAS (Métodos de confinamiento de hembras).

Resultados para el modelo:

Lineal generalizado de respuesta binomial y funcion de enlace logit

Variable dependiente: cop

General
Familia Enlace nAGQ
binomial logit 1

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Deviance
15 27,92 30,75 -9,96 6,40
AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdtesis secuenciales para los efectos fijos

Term Chi-square  df p-value
Tratamiento 15,92 2 0,0003

Efectos fijos

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 2,44 0,74 3,31 0,0009
TratamientoCono -1,87 0,85 -2,20 0,0275
TratamientoTestigo 34,61 13421772,80 2,6E-06 >0,9999

Parametros de los efectos aleatorios
RndEff Param Var SD
Blogue(Intercept) 0,00 2,6E-09
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cop - Medias ajustadas y errores estandares para Tratamiento
Inversa de la funcion de enlace con efecto aleatorio=0
DGC (Alfa=0.05)

Tratamiento Media E.E.

Testigo 1,00 1,1E-09 A
Alaamarrada 0,92 0,05 A

Cono 0,64 0,10 B

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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