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Resumen. En Chile, Lobesia botrana es una plaga sometida a una campafia de erradicacién / contencién.
Su manejo emplea la confusion sexual (CS) como una herramienta de control fundamental, la cual es
habitualmente evaluada indirectamente por la supresién de capturas de machos en trampas y /o por
la evaluacién de la disminucién del dafio en fruta, en campos tratados. Sin embargo, el objetivo de la
CS es la disrupcién (evitacion) de la cépula. El presente estudio proporciona bases para el uso de la
técnica de la “hembra centinela” como método alternativo y directo para la evaluacién de la eficacia
de la CS midiendo el porcentaje de cépulas en hembras. En estudios conducidos en laboratorio se
evalué en hembras adultas la edad a la copula post emergencia desde la pupa y las dimensiones
de la bursa copulatrix en hembras virgenes y copuladas. Adicionalmente, se evaluaron dos métodos
de confinamiento de hembras virgenes (con un ala amarrada a una plataforma versus jaulas de
acceso restringido), midiendo los respectivos % de cépula al exponerlas a machos virgenes, lo que se
contrasté con las hembras virgenes no confinadas. Se determiné que las hembras copulan antes de
las 48 horas desde el emparejamiento con un macho. 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 copulada mide 1,1
+0,5x 0,5 £ 0,3 mm, lo que constituye un criterio objetivo para determinar el estatus de cépula de
una hembra. Las hembras virgenes fueron capaces de copular en todos los tratamientos; 100% de las
hembras no confinadas copularon, 92% copularon con un ala amarrada y 64% en jaulas. Se concluye
que el método de confinamiento en jaulas funciona para evaluar de forma directa la eficacia de la CS.

Palabras clave: Bursa copulatrix; comportamiento sexual; confinamiento de insectos.

Abstract. In Chile, Lobesia botrana is a pest submitted to a campaign of eradication/contention. Its
management uses mating disruption (CS) as a fundamental control tool which is usually indirectly
evaluated by the suppression of male captures in traps and/or by the fruit damage reduction in
treated fields. However, the goal of mating disruption technique is to avoid mating. The current
study provides the bases to use the “sentinel female” technique as a direct and alternative method
to evaluate CS efficacy by measuring the percentage of mating in females. In studies conducted in
laboratory, the age at post-emergence copulation from the pupa and the dimensions of the bursa
copulatrix in virgin and mated females were evaluated in adult females. Additionally, two methods

Recibido 12 diciembre 2022 / Aceptado 2 junio 2023 / Publicado online 30 junio 2023
Editor Responsable: José Mondaca E.

opsuanc(zss Este es un articulo de acceso abierto distribuido bajo los términos de la licencia Creative Commons License (CC BY NC 4.0)


https://orcid.org/0009-0003-3570-6791
https://orcid.org/0000-0003-3403-8800
mailto: dsarrazt@uchile.cl
mailto:dsarrazt@uchile.cl
mailto:dsarrazt@uchile.cl
https://www.zoobank.org/References/D226858E-AEA4-45B6-8293-3697D3886AE6
https://doi.org/10.35249/rche.49.2.23.22

Arraztio y Curkovic: Estatus de copula en Lobesia botrana usando la técnica de la hembra centinela.

of virgin females’ confinement (females with a tied wing or females in cages with restricted access)
were evaluated, measuring the respective % copulation when exposed to virgin males, which was
contrasted with unconfined virgin females. It was determined that the females mate before 48 hours
after mating with a male. The bursa copulatrix of a virgin female measures 0.9 + 0.03 mm long x 0.2
+ 0.01 mm wide, while in a mated female it measures 1.1 + 0.5 x 0.5 + 0.3 mm, which constitutes an
objective criterion to determine the female mating status. Virgin females were able to mate in all
treatments; 100% of the unconfined females copulated, 92% copulated with a tethered wing and
64% in cages. It is concluded that the method of confinement in cages works to directly evaluate the
efficacy of CS.

Key words: Bursa copulatrix; insect confinement; sexual behavior.

Introduccion

Lobesia botrana (Denis & Shiffermiiller, 1776) (Lepidoptera: Tortricidae), conocida como
polilla europea del racimo de la vid, estd ampliamente distribuida en Europa y en algunos
paises de Asia y Africa (CABI2018). En la tiltima década se ha reportado su introduccién en
tres paises de América: Argentina, Chile y Estados Unidos, aunque se considera erradicada
de este ultimo (Gutiérrez et al. 2018). Si bien la literatura sefiala diversos hospedantes
frutales (Gilligan et al. 2011; Rocca y Brown 2013), en el mundo y en Chile L. botrana afecta
principalmente a la vid, tanto por su dafio directo en los rendimientos, como por su dafio
indirecto al producir pudriciones y rechazos por su presencia en fruta fresca de exportacion
destinada a mercados donde se le considera cuarentenaria (Ioratti et al. 2011; Herrera et al.
2017).

El control de L. botrana se centra en el uso de la técnica de la confusién sexual (CS).
La CS ha adquirido especial importancia debido a que es un método efectivo, con nulo
impacto adverso en el medioambiente y altamente especifico para la especie (Witzgall et
al. 2008). Este método funciona instalando un determinado ndmero de fuentes (emisores-
confusores) de feromona sintética que es liberada en altas concentraciones al ambiente
en el campo, lo que genera una “nube invisible” que impide a los machos encontrar a
las hembras y copular, reduciendo las poblaciones y el dafio de la especie plaga (Sanders
1997). La adopcién de la CS para el control de L. botrana ha ido aumentando de manera
significativa en los dltimos afios. En Chile, la CS es la principal herramienta en el manejo
y erradicacién de esta plaga, con la que se manejaron 110.000 ha, principalmente de vides,
y también de ciruelos y ardndanos en la tltima temporada, mds algunas zonas urbanas
(Ceballos et al. 2022; SAG 2022a). La evaluacién de la eficacia de esta técnica (incluyendo
los estudios necesarios para la autorizacién o registro del uso de emisores de feromona
para CS) se hace midiendo las capturas de machos en trampas cebadas con feromona en
parcelas tratadas con CS en contraste con un control negativo (sitio sin tratar con CS) o
positivo (tratado con insecticidas residuales); cuando la técnica funciona eficientemente,
las capturas cesan o se reducen significativamente en los sectores tratados con CS, mientras
que prosiguen en los controles (Curkovic ef al. 2005). Sin embargo, a medida que aumenta
la superficie de vides u otros frutales tratados con CS, es necesario usar otros indicadores
para evaluar la eficacia de esta técnica, pues la poblacion silvestre de L. botrana en los
campos se reduce, dificultando juzgar la eficacia sélo por las capturas en trampas. Mds
recientemente, se han usado jaulas de grandes dimensiones dispuestas en campo (SAG
2022b), en el interior de las cuales se liberan machos virgenes y se evalda la recaptura
en trampas tipo delta que contienen hembras virgenes en pequefios contenedores, siendo
en teorfa la recaptura muy superior en el tratamiento control (sin aplicacién de CS), pero
este método presenta limitantes como su alto costo y dificultad de instalacién en campo
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(Hoffmann y Doye 2017). Por ello, en este aporte se propone usar la técnica de la hembra
centinela para testear la eficacia de la CS de forma directa y practica en campo. Esta técnica
se aplica exponiendo hembras virgenes confinadas por un tiempo acotado donde exista
poblacién silvestre, o liberando machos criados artificialmente en una condicién controlada
(en casos de baja poblacién silvestre) y luego, recuperando las hembras para evaluar su
estatus de cépula (segtiin cambios morfométricos en la bursa copulatrix), y se ha utilizado en
otras especies de polillas plaga en la agricultura (Curkovic 2004; Stelinski et al. 2007; Briand
et al. 2012; Harari et al. 2014; Soopaya et al. 2015).

En muchos lepidépteros, el aparato reproductor masculino produce espermios que
se transfieren a la hembra en una cdpsula llamada espermat6foro (Chapman 2013). En
Tortricidae, el espermatéforo termina su formacién dentro de los ductos femeninos una
vez iniciada la cépula, y finalmente es depositado en la bursa copulatrix (Van deer Geest
1991; Chapman 2013), una estructura anexa del aparato reproductor femenino que estd
compuesta de dos partes: un ducto delgado llamado “ductus bursae” y un saco mas amplio
llamado “corpus bursae”, el cual tiene una o dos espinas (signum) (Van deer Geest 1991).
Las signae desgastan el espermatéforo de forma gradual hasta que este se rompe y libera
los espermios, los cuales posteriormente se desplazardn a la espermateca. La disposicién
del espermatoéforo en la bursa provoca cambios notables incluyendo su expansién, lo
que permitiria verificar el estatus de c6pula de una hembra (copulada o no copulada) en
situaciones donde, por ejemplo, se desea evaluar la CS contra L. botrana. Ello motivé el
presente estudio para sentar las bases de la evaluacién de esta técnica para L. botrana en
Chile.

Materiales y Métodos
Insectos y sexado

Se obtuvieron pupas de 0 dias de machos y hembras de L. botrana obtenidas desde una
crianza controlada bajo bioseguridad, manejada por la Fundacién de Desarrollo Fruticola
de la Asociaciéon de Exportadores de Chile, que estd autorizada por el Servicio Agricola y
Ganadero de Chile, mantenida a 23+1 °C, 50+5% de humedad, 16 horas de luz (condiciones
que se mantuvieron en los experimentos informados a continuacién), y una dieta artificial
(receta protegida). Previo a los estudios, se realizaron observaciones periddicas de los
estadios larvarios y, cuando comenzé la pupacién, se separaron los individuos para
asegurar la homogeneidad de la edad inicial. Una vez esclerotizado y pigmentado el
integumento de las pupas, se realizé el sexado.

Estimacién de edad a la cépula

Para estimar el tiempo desde la emergencia del adulto a la cépula, se utilizaron “arenas
de cépula” que consistieron en vasos de polipropileno cilindricos y transparentes de 14,5
cm de alto x 10,6 cm de didmetro y 946 ml de capacidad c/tapa. Se removié una seccién
central de la tapa del vaso la que se cubrié con una malla de tul para permitir aireacién. Se
seleccionaron pupas de 20 machos y 20 hembras y se dispuso 1 pareja por vaso, las que se
revisaron cada 15 minutos entre las 17 y las 21 horas (siguiendo a Torres 2014), durante tres
tardes consecutivas luego de la emergencia de los adultos. Se midi6 el periodo de tiempo
transcurrido hasta la emergencia y la ovipostura, mientras que la verificacién de la cépula
fue posible sélo en algunos casos, y cuando no fue observado el acople, la ovipostura de
huevos fertilizados (se verificé que posteriormente dieron origen a larvas) fue el indicador
del tiempo a la cépula.
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Mediciones de bursa copulatrix

Para evaluar las bursae coplulatrix, se colocé una pareja de pupas por vaso como lo
descrito anteriormente (n = 20) y, en otros 20 vasos se dispusieron pupas de hembras (1 por
vaso, sin machos), por 48 horas (segtn resultados del tiempo a la cépula). Luego fueron
inmovilizadas con CO, y conservadas en alcohol 70%. La diseccién de los abdémenes de
las hembras se realizé inmediatamente después de fijarlas en alcohol, con una incisién
longitudinal realizada en la linea media del dorso de los segmentos centrales del abdomen
para que, dada la posicion de la bursa (ventral y centrada), el corte no dafiara el corpus y
ductus bursae (Fig. 1). Para esto se us6 un bisturi fino y pinzas de baja presién de punta
fina, bajo estereomicroscopio Mod. BLZTX-EC2 con aumentos de 40x. Las bursae copulatrix
fueron medidas (largo y ancho en el plano ecuatorial) con pie de metro digital hasta + 0,01
cm, fotografiadas (Canon PowerShot SX210 IS) y mantenidas en etanol 70%. Las bursae
extraidas (contraidas y expandidas) se observaron diariamente por 30 dias para verificar
posibles cambios morfolégicos.

Figura 1. Bursa copulatrix (en circulo rojo) expuesta luego del corte longitudinal del abdomen,
en vista dorsal (a) y lateral (b). Escala: 1 mm. / Bursa copulatrix (within the red circle) exposed
after the longitudinal incision on dorsal abdomen, dorsal (a) and lateral view (b). Scale: 1 mm.
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Métodos de confinamiento de adultos

Se evaluaron dos métodos de confinamiento de hembras virgenes. En el primero, se
usaron individuos previamente inmovilizados con CO, y dispuestos en una placa Petri que
estaba sobre un gel refrigerante a 0 °C, logrando mantenerlas quietas por 1 a 2 minutos,
tiempo durante el cual se amarr6 el ala anterior derecha con un hilo estdndar de algodén
de 5 cm de largo. El nudo se hizo primero alrededor de una pinza de baja presién, con la
que se tomo el ala y se desliz6 el hilo hasta su base. Este se fij6 por el otro extremo a un
clip en el centro de una plataforma circular de cartén de 10 cm de didmetro. Se dispuso
una hembra/plataforma. El segundo método usé sujetadores cilindricos de pldstico para
cabello (rizador pléstico con tapa), de 6,5 cm de largo y 1,7 cm de didmetro interno, los
cuales fueron cubiertos con una malla antidfidos, disponiendo una hembra virgen en su
interior. Uno de los extremos del cilindro se cubrié con la malla y el otro se dejé abierto para
insertarle un cono de PVC con didmetro externo de 25-30 mm e interno de 7-8 mm, para
permitir, posteriormente, la entrada de los machos y dificultar la salida de los individuos
que se encontraban adentro (12 hembras de L. botrana confinadas de manera similar en un
estudio de campo demostraron todas ser capaces de atraer a machos conspecificos, datos
no publicados, DAy TC, por tanto este procedimiento no limita la capacidad de llamado de
los individuos). Se considerd también un tercer tratamiento (control) con hembras libres,
expuestas a los machos virgenes. Cinco machos y 5 hembras virgenes, en los 3 tratamientos
(hembras con alas amarradas, en jaulas y libres), se colocaron en baterias Flanders de 50
x 30 x 30 cm, considerando un método de confinamiento (o tratamiento) en cada baterfa.
Todos los individuos dispusieron de mechas de algod6n con una solucién azucarada
(20%) en la bateria, plataforma o jaula. Luego de 48 horas de exposicidn, se recolectaron
las hembras, fijdndolas en alcohol para disectarlas como se describi6 anteriormente y asf
estimar el estatus de cépula en funcién de las dimensiones de la bursa.

Analisis estadistico

Se realiz6 una prueba t de Student para contrastar los tratamientos (copuladas vs. sin
copular; ver “Mediciones de la bursa copulatrix”) respecto del largo y ancho ecuatorial.
Se midieron 20 bursae copulatrix por tratamiento y se midieron los corpus bursae. Para
comparar los métodos de confinamiento, se realizé6 un DBCA donde cada bloque (n = 5;
criterio de bloqueo fue la fecha de montaje) fue conformado por 3 baterias Flanders. Debido
a la naturaleza binomial del andlisis de las cépulas, ya que las respuestas son “hembra
copulada” o “hembra no copulada”, el andlisis se basé en un modelo lineal generalizado
de respuesta binomial con funcién de enlace logit, con una prueba de verosimilitud de
Wald. Cuando se detectaron diferencias estadisticas, se procedié a realizar la prueba de
comparacién multiple DGC con significacién del 5% (Di Rienzo et al. 2002).

Resultados y Discusién

El 85% de las hembras y el 80% de los machos emergié desde las pupas en un plazo
méximo de 10 dias y el 64,7% de estas hembras puso huevos fertilizados dentro de ese
mismo periodo. A los 14 dias, emergié el 95% de las hembras y el 100% de estas habia
realizado oviposturas viables dentro de las arenas de cépula (Fig. 2). A partir del octavo
dia se alcanz6 el maximo diario de emergencias, y la mayor cantidad de oviposturas
viables (confirmadas luego por la eclosién de los huevos, lo que ocurri6 en todos los
individuos testeados) se alcanzé al décimo dia desde la pupacién, 2 dias después de la
méxima emergencia de hembras adultas. Esto se corresponde con los resultados de Ferro
y Akre (1975) quienes observaron que los huevos aparecen en el ovario 24 horas después
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de la emergencia de la hembra en Cydia pomonella (L., 1758) (Lepidoptera: Tortricidae),
periodo que debe transcurrir para que ocurran oviposturas viables. Por otra parte, Van
deer Geest (1991) y Chapman (2013) mencionan que, en otros grupos de Lepidoptera, el
traspaso de la esperma de la bursa a la espermateca puede tomar entre 12-18 horas. E1 25%
de las hembras de L. botrana en nuestro estudio puso huevos viables a las 24 horas de vida
como adultos. E1 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 un individuo murié antes de
la emergencia del adulto. En los casos en que el macho emergié después que la hembra
(20% de los machos), se observo la ocurrencia de la cépula al dia siguiente. Segun esto, la
hembra y el macho copulan entre las 0 y, méximo, 48 horas después de la emergencia desde
la pupa, comportamiento que es coincidente con lo reportado por Nansen et al. (2007),
que se consideré como el plazo para estimar la ocurrencia de las cépulas en los sucesivos
experimentos.

20 20
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14 14
12 12

10 10

Cantidad de hembras
soABNY ap e1ouasald uod seuale ap peplued

0 - = 0
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dias desde la emergencia de hembras desde la pupa de edad 0

== Hembras emergidas desde la pupa ——=(Jviposturas desde la emergencia de la hembra

Figura 2. Emergencia de adultos (linea roja) y oviposturas viables (linea verde) de hembras de L.
botrana desde la pupacién en las arenas de cépula. / L. botrana female adult emergence (red line) and
viable eggs (green line) laid after pupation inside mating arenas.

Respecto de la morfometria de las bursas observadas luego de las disecciones, todas
presentaban el corpus bursae contraido y la parte superior plegada en las hembras no
expuestas a machos (virgenes). El ancho y largo, sin considerar los ductus bursae, mostr6
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 expandidas y sin los pliegues observados en las hembras virgenes, aumentando su
volumen total. Las bursae de hembras copuladas midieron 0,50 + 0,03 mm de ancho y 1,1
£ 0,05 mm de largo. Como se observa en la Fig. 3, la bursa al estar contraida (hembra no
cubierta) presenta 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 deer Geest (1991) y Chapman (2013). Estos resultados demuestran
que ambas dimensiones del corpus bursae presentan diferencias significativas (p-valor <
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0,0001; F =2713,71) para el ancho y para el largo (p-valor < 0,0001; F = 380,61) entre hembras
virgenes y cubiertas, medidas que sirven para discriminar el estatus de cépula, es decir, si
ha ocurrido la transferencia del espermatéforo del macho a la hembra. Basdndose en las
medias y en el cardcter morfolégico mds notable, la mejor forma para definir este estatus
de cépula de la hembra es la medicién del ancho del plano ecuatorial de la bursa copulatrix.

De los anélisis realizados durante 30 dias sobre las bursae mantenidas en alcohol 70%,
se observo que las expandidas (copuladas) mantenian su forma durante todo el periodo y,
luego de esos 30 dias, atin seguian conservandola con mediciones de largo y ancho de 1,0
£ 0,03 mm y 0,48 + 0,03 mm respectivamente. Lo mismo ocurrié con las bursas contraidas
con medidas de 0,21 + 0,01 mm de ancho y 0,92 + 0,03 mm de largo. Segtn esto, la forma
y dimensiones de la bursa copulatrix no cambian al ser extraida y conservada en alcohol, 1o
que flexibiliza la posibilidad de aplicar esta técnica en muchos sitios, colectar y conservar
las genitalias en alcohol y, posteriormente, centralizar el andlisis de estas estructuras en
laboratorios especializados.

Figura 3. Aspecto y dimensiones de la bursa copulatrix de hembras de L. botrana; copulada expandida
(a) y virgen contraida (b). / Bursa copulatrix appearance and dimensions in L. botrana females;
mated and expanded (a) and non-mated and contracted (b).

Respecto del estudio sobre los métodos de exposicion de las hembras centinelas, en el
tratamiento control (sin confinamiento o amarre de alas), se revisaron 25 hembras y se observé
que todas tenian sus bursae copulatrix expandidas a las 48 h luego de emergidas las hembras
desde la pupa y expuestas a los machos en las baterias Flanders, por lo que se concluye
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que las condiciones en que se expusieron a los machos eran favorables para la cépula y
transferencia de espermatéforos, lo que permitié definir el estatus de hembra copulada o
bursae copulatrix expandidas. En las hembras centinelas expuestas con un ala amarrada, se
observo que 23 de las 25 hembras observadas tenian bursae expandidas, mientras que en las
hembras enjaulas ello se observé en 16 ejemplares. El tratamiento de confinamiento en jaulas
(64% de hembras copuladas) demuestra diferencias estadisticamente significativas (p-valor
=0,0005, F = 8,46) respecto del testigo (100% de hembras copuladas), el cual no se diferencié
de las hembras con un ala amarrada (92% de hembras copuladas). No obstante, el método
de las hembras amarradas mostr6é un mejor desemperio, mientras que el de la jaula result6
ser mds prdctico, pues el montaje del primero es complejo y lento, y deja a las hembras
expuestas a depredadores en campo. Si bien el método de las jaulas fue estadisticamente
inferior al del ala amarrada, Briand et al. (2012), Suckling ef al. (2012), Harari et al. (2014) y
Soopaya et al. (2015), evaluaron jaulas similares con propésitos parecidos en varias especies,
obteniendo resultados concluyentes en ensayos de campo. Es importante mencionar que,
dentro del tratamiento de hembras centinelas expuestas en jaulas, ninguna hembra fue
encontrada fuera de las jaulas por lo que se presume que los individuos, una vez dentro, no
pudieron salir. Sin embargo, se encontraron hembras copuladas sin presencia de machos en
el interior de la jaula, por otra parte, en los casos que el macho entr6 a esta, no pudo salir,
por lo que se debe mencionar que las parejas son capaces de copular a través de la malla
antidfidos. El uso de estas jaulas aumentaria el periodo en el que las hembras son capaces
de emitir feromonas sexuales durante su vida, proceso que usualmente cesa post-cépula.

Conclusiones

La variable morfométrica mds discriminatoria del estatus de cépula de una hembra de
Lobesia botrana es el ancho ecuatorial de su bursa copulatrix.

El método del “ala amarrada” fue mds eficaz para evaluar el estatus de cépula, pero el
confinamiento en rizadores, aunque menos efectivo, es mds practico en campo.

El método de la hembra centinela se propone como un método para evaluar de forma
directa la efectividad técnica de la confusion sexual contra L. botrana.
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