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RESUMEN

“Confusion sexual de Tuta absoluta en invernadero de tomate: eficacia del tratamiento y
estudio de la concentracion de feromona en aire”.

La polilla del tomate (Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae)) es un
microlepidoptero que ha colonizado muy rapidamente la totalidad de la costa mediterranea y
parte sur de la atlantica tras su deteccion en 2006. Afecta a las plantas de tomate en cualquier
estado de su desarrollo y puede ocasionar pérdidas de hasta el 100% de la produccién tanto
al aire libre como en invernadero. Esta situacion junto con la necesidad de reducir el control
quimico hace que el control de T. absoluta con feromonas mediante confusion sexual sea un
método prometedor.

En el presente Trabajo se estudia la eficacia de los emisores de feromona TUTATEC
instalados a una densidad de 300 emisores/ha en cultivo protegido de tomate. Para ello se
realizan tanto el seguimiento del vuelo de machos como prospecciones de dafos. De forma
paralela, se estudia la cinética de emision de los emisores poliméricos mediante cromatografia
de gases. También, se estudia la concentracién de feromona sexual de T. absoluta en aire
haciendo uso de un captador de volatiles de alto volumen y el posterior analisis por
cromatografia de gases con detector de masas.

Los resultados obtenidos muestran que la confusiéon sexual ha contribuido en el control de la
polilla en lo que respecta al nimero de frutos dafiados, pero no al porcentaje de plantas
afectadas. El nimero de capturas por trampa y dia en el invernadero sometido a tratamiento
se ha mantenido en todo momento por debajo del control, pero muestra variaciones
posiblemente asociadas a la migracién de poblacion de parcelas colindantes. Los emisores
muestran una velocidad de emisién constante de 1,1mg/dia y aun contienen un 46,9% de
feromona residual a dia 115, hecho que podria ser optimizado. Aunque ha sido posible la
cuantificaciéon de la concentracién de feromona en aire, una media de 3,2 ng/m?3, no ha podido
establecerse un valor umbral a partir del cual resulta eficaz el tratamiento.

De esta forma se puede afirmar que es necesario la continua investigacion en este ambito con
la finalidad de lograr que los métodos de control de plagas mediante el uso de semioquimicos
sean una herramienta 6ptima y rentable en las explotaciones afectadas.

Palabras clave: polilla del tomate; control biotécnico; feromona; confusion sexual,
concentracion de feromona en aire.
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ABSTRACT

“Mating disruption of Tuta absoluta in tomato greenhouse: efficacy of the treatment and study
of the airborne pheromone concentration”.

The tomato leaf miner (Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) is a
Microlepidoptera that has rapidly colonized the full lenght of the Mediterranean and South
Atlantic coast since its detection in 2006. This miner can affect tomato plants in any
development stage, causing harvest losses of up to 100% both outdoors and in greenhouse.
This situation along with the need to reduce chemical control makes controlling T. absoluta
with pheromones by mating disruption a promising avenue.

The present project studies the effectiveness of TUTATEC pheromone dispensers installed at
a 300 dispensers per hectare density in tomato cultivated in greenhouse. For this purpose,
monitoring of adult males and damage surveys are carried out. In parallel, the emission kinetics
of the polymeric dispensers is studied by means of gas chromatography. Also, the
concentration of T. absoluta airborne pheromone is studied by using a high-volume air sampler
and the subsequent analysis by gas chromatography coupled to mass spectrometry.

The results show that mating disruption has contributed to the control of the miner regarding
to the number of damaged fruits, but not to the percentage of affected plants. The number of
catches per trap and day in the treated greenhouse has remained below control at all times,
but shows variations that could be associated with population migration from adjacent plots.
The dispensers show a constant emission rate of 1,1 mg/day, and they still contained 46,9%
of the initial pheromone load at day 115, a fact that could be optimized. Although it has been
possible to quantify the concentration of airborne pheromone, a mean of 3,2 ng/m3, it has not
been possible to establish a threshold value from which treatment is effective.

In this way, it can be said that continuous research in this area is needed in order to make pest
control methods through the use of semiochemicals an optimal and cost-effective tool in the
affected plots.

Key words: tomato leaf miner; biotechnical control; pheromone; mating disruption; airborne
pheromone concentration.
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1. INTRODUCCION
1.1. Manejo Integrado de Plagas

El Manejo Integrado de Plagas (MIP) surgié en un contexto de uso constante y creciente
de productos fitosanitarios de sintesis, que dio lugar a la aparicién tanto de resistencias en
plagas principales como de aparicion de secundarias. Ademas, la toma de conciencia por
parte de la poblacién de las consecuencias nocivas que estos fitosanitarios tienen en la salud
humana y su persistencia en el medioambiente dio el impulso a esta nueva forma de gestion
de plagas (FAO, 2022).

La Organizacioén Internacional de Lucha Biolégica (OILB), ya en los afios 70, coordinaba los
estudios ecotoxicologicos sobre enemigos naturales previos al registro de plaguicidas, que en
1991 pasaron a ser obligatorios tras la publicacion de la Directiva 91/414/CEE de la Unién
Europea (Garcia-Mari, 2003). Esta misma organizaciéon definid6 en 1973 el MIP como: “La
aplicacion de un conjunto de métodos satisfactorios desde el punto de vista econdémico,
ecoldgico y toxicolégico, dando prioridad al empleo de medios naturales de regulacion vy
respetando umbrales de tolerancia” (Deguine et al., 2021). Una de las técnicas alternativas
contempladas en el MIP es el uso de semioquimicos para un control de plagas sostenible y

respetuoso con el medio ambiente.

1.2. Semioquimicos en el control de plagas

Llamamos semioquimicos a los compuestos implicados en la comunicacién entre insectos,
y se conocen como feromonas o aleloquimicos cuando la comunicacion es intraespecifica o
interespecifica, respectivamente (Vacas, 2011). Las feromonas son sintetizadas en glandulas
especializadas para ser transmitidas al medio en funcién de las necesidades de comunicacion
(Mosquera, 1990) y se clasifican en dos tipos: inductoras (de alarma, sexuales, de agregacion,
de rastro...) y primarias (de maduracion sexual, desarrollo...) (El-Shafie y Faleiro, 2017;
Gavara, 2021). En términos de MIP, las sexuales y las de agregacion son las mas usadas
para el control de plagas en campo (Witzgall et al., 2010; Borges et al., 2011). Con respecto
a las sexuales, generalmente son emitidas por la hembra para atraer al macho con motivo de
la copula. Asi, en 1959, Butenandt identificd la primera feromona sexual, bombykol, que
utilizada por la hembra de Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae), sirve para la atraccion
a distancia de los machos. Desde ese momento, se ha proseguido en la identificacion de

feromonas propias de cientos de especies de insectos (Vacas, 2011; Ortiz, 2020).

Especificamente, las feromonas sexuales de especies de Lepidopteros consisten en cadenas
largas (C10 — C30), generalmente insaturadas, con grupos alcohol, éster acético o aldehido

(Vacas, 2011). En algunos casos se trata de compuestos individuales, pero en otros, la



feromona sexual es una mezcla de varios compuestos, siendo la proporcién de cada uno de

ellos determinante en la respuesta del insecto y, por tanto, en su control (Mosquera, 1990).

1.2.1. Ventajas e inconvenientes de su uso

Como ventajas del uso de semioquimicos en el control de plagas destacamos que son
sustancias con elevada especificidad, por lo que no actian frente especies no diana, son
respetuosos con el medio ambiente y no dejan residuos. Ademas, se pueden usar en
programas de control integrado, al contrario de lo que ocurre con muchos de los productos
quimicos de sintesis. Sin embargo, los formulados pueden ser inestables, volatiles y en
algunos casos sensibles a la temperatura y la luz. Ademas, el coste de sintetizar los
semioguimicos en ocasiones es elevado, sobre todo en técnicas como la confusién sexual

donde se requiere una cantidad elevada de los mismos (Vacas, 2011; Ezzat et al., 2020).

1.2.2. Estrategias de control con semioguimicos

El hecho de que los semioquimicos sean los responsables de la comunicacién entre
insectos hace que sean una base potente para el control de estos. Asi, varias estrategias de
control integradas en el MIP se basan en su uso. Pueden utilizarse para el control de plagas
de forma indirecta o directa (EI-Ghany, 2019).

1.2.2.1. Control indirecto: deteccion y seguimiento de poblaciones

La deteccién y el seguimiento de las poblaciones plaga mediante trampas provistas con
atrayentes quimicos son métodos de control indirecto eficaces y econémicos ampliamente
utilizados. Permiten determinar la presencia de una especie de plaga, asi como la densidad
poblacional y sus fluctuaciones y, por consiguiente, el comienzo del vuelo y la dinAmica
poblacional. Por ende, proporcionan una informacion que se puede utilizar para establecer
umbrales de capturas a partir de los cuales se producen pérdidas econémicas y poder aplicar

diferentes estrategias de control antes de alcanzarlos.

1.2.2.2. Control directo

Con respecto al control directo, este puede realizarse mediante trampeo masivo, atraccion

y muerte/infeccidn/esterilizacion, atraccion — repelencia y confusion sexual.

- Trampeo masivo. Se basa en el uso de trampas con feromona, u otros
semioquimicos, a una densidad suficiente para eliminar suficientes adultos de la poblacién
plaga y, consecuentemente el dafio que estos puedan causar. La forma en la que se atrapa a
los individuos depende del tipo de trampas; desde pegajosas hasta agua o un insecticida. Es
una técnica efectiva siempre que las poblaciones previas al tratamiento sean relativamente

bajas y que el ciclo biolégico de la plaga sea largo y el nimero de huevos en cada puesta sea



bajo. Presenta inconvenientes tales como el coste, la falta de atraccidon de hembras si se usan
feromonas sexuales, asi como el mantenimiento frecuente para evitar saturacién de las
trampas (Jones, 2004; EI-Shafie y Faleiro, 2017; EI-Ghany, 2019).

- Atraccion y muerte/infeccion/esterilizacién. Técnica en la que los semioquimicos
tienen la finalidad de atraer a los individuos hasta un punto en el que un agente de control los
va eliminando de la poblacién. El agente de control puede ser un insecticida, un patdégeno o
un esterilizante, los que dan el nombre a la técnica. En el caso de atraccion y muerte, el insecto
muere de forma inmediata; en atraccion e infeccion con patdgenos, el individuo queda
infectado y capacitado para la transmision de la enfermedad a sus congéneres y
descendientes; y en el caso de atraccion y esterilizacion, el macho transmitira idealmente la

esterilizacion adquirida a la hembra (Jones, 2004; El-Shafie y Faleiro, 2017).

- Atraccién - repelencia o push and pull. En su sentido mas amplio, esta técnica
consiste en el uso de dos tipos de elementos: uno que repele o disuade al insecto plaga y lo
saca del cultivo principal (push) y el otro que lo atrae desde fuera del cultivo (pull), donde
podremos actuar sobre el insecto de diversas maneras. Tiene como ventaja el hecho de poder
usar el cultivo principal, las cubiertas o cultivos colindantes como fuentes naturales de los
semioquimicos (Blassioli-Moraes et al., 2019). Requiere de un buen conocimiento de la
biologia y ecologia del insecto, asi como de las interacciones entre las plantas hospedantes

y los enemigos naturales (EI-Ghany, 2019; Prasad, 2022).

- Confusién sexual. Dado que esta técnica de control directo es la estudiada en el
presente Trabajo de Fin de Master, se describe de forma mas extensa en el siguiente

apartado.

1.3. Técnica de confusidn sexual

La confusion sexual es una estrategia cuya finalidad es incidir sobre la conducta de
apareamiento, reduciendo, retrasando o evitando las copulas y, por tanto, la reproduccion de
la especie. Para ello se liberan al ambiente cantidades suficientes de feromona sexual
sintética y especifica de la plaga. Los principales mecanismos por los que puede tener lugar
la confusién sexual pueden ser: (1) mecanismos competitivos (seguimiento de pistas falsas),
0 (2) mecanismos no competitivos, como la confusion de machos (camuflaje);
adaptacion/habituacion sensorial y por emigracion de los machos antes del apareamiento (El-
Ghany, 2019).

- Atraccién competitiva (seguimiento de pistas falsas). En este caso, los machos no

tienen ningun impedimento para responder al estimulo emitido por las hembras, pero se ven
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atraido por los semioquimicos sintéticos en vez de por la feromona emitida por la hembra,

teniendo lugar una competencia entre hembras y difusores de feromona (EI-Ghany, 2019).

- Confusiéon de machos (camuflaje). El ambiente saturado de semioquimicos causa
patrones de vuelo aleatorios en los machos, ya que la estela de la feromona natural emitida
por las hembras queda enmascarada por la sintética, imposibilitando asi el alcance de la

hembra por el macho y por tanto el apareamiento (Jones, 2004; EI-Ghany, 2019).

- Adaptacién/habituacién sensorial. Los receptores antenales y/o el sistema nervioso
central de los machos se adaptan neurofisiologicamente como consecuencia de la
sobreexposicion a la feromona sexual. De esta forma, el macho se ve incapacitado para
responder ante niveles normales del estimulo de la feromona natural (Jones, 2004; EI-Ghany,
2019).

- Emigracién de los machos antes del apareamiento. Los machos emigran de la zona
en la que se encuentran debido al exceso de feromona en el ambiente y por tanto no estaran

disponibles para las hembras (EI-Ghany, 2019).

En general, para un correcto uso de la técnica de confusion sexual se requiere tanto la
capacidad de sintetizar los componentes de la feromona a gran escala como el desarrollo de
emisores especificos de la misma que permita una emisiébn homogénea (Blassioli-Moraes et
al., 2019). La confusion sexual es la técnica basada en el uso de feromonas mas utilizada,
para la que se estima que existen mas de 750.000 ha tratadas mediante esta técnica para
controlar plagas agricolas a nivel mundial, principalmente de lepidépteros (Franco et al.,
2022).

1.4. Medida de semioquimicos en aire

Tal y como se ha descrito en apartados anteriores, el proceso de sintesis de las feromonas
encarece mucho su uso. Asi, la medida de semioquimicos en aire y su distribucién en el
campo puede aportar informacién valiosa para determinar si esta teniendo lugar un correcto
aprovechamiento de dichas sustancias y poder optimizar su uso. Ademas, conocer la cantidad
de feromona presente en el ambiente puede correlacionarse con la cinética de emision de los

dispositivos emisores.

Sin embargo, la medida de feromona en aire trae consigo una serie de inconvenientes tales
como su baja concentracion en el ambiente y la ausencia de rasgos diferenciales de
importancia en la estructura quimica para distinguirlas de otros hidrocarburos lineales

presentes en la atmosfera. Por estos motivos, durante la Tesis Doctoral “Cuantificacion de



feromonas en aire y su aplicacion en métodos de control de plagas” llevada a cabo en el
Centro de Ecologia Quimica Agricola del Instituto Agroforestal del Mediterraneo, se desarrollé
un procedimiento para la cuantificacion de feromonas mediante la captacion de muestras de
aire (Gavara, 2021). A grandes rasgos, el protocolo esta basado en la captacion de grandes
volimenes de aire en materiales adsorbentes, y la posterior extraccion, concentracion y
analisis quimico de las muestras ambientales. A continuacion, se detallara el proceso utilizado

para realizar las medidas en el presente Trabajo.

La captacion se realiza de forma dindmica o activa mediante un captador de alto volumen,
ya que se considera la técnica mas adecuada para la captacion de sustancias presentes a
muy bajas concentraciones en aire. Esto es, el aire, gracias a un bombeo activo, pasa a través
de un prefiltro y un cartucho de material adsorbente, los cuales retendran las particulas sélidas
y los volatiles, respectivamente. Este captador es capaz de movilizar de 13 a 30 m3/h, por lo
gue permite tratar en muy poco tiempo, gran cantidad de aire. Sin embargo, requieren de
energia eléctrica y su transporte y montaje puede ser probleméatico. Como material para la
toma de muestra se utiliza espuma de poliuretano (PUF) y, como paso previo, un filtro de fibra

de vidrio para retener las particulas solidas.

Para la extraccion de la muestra captada en la espuma, se utiliza un extractor tipo Soxhlet. Se
trata de una técnica econdmica y fécil, ademas de eficaz, por someter la muestra
repetidamente al disolvente limpio en caliente, evitando tener que realizar un filtrado de la
disolucion obtenida puesto que permanece separada del material adsorbente. Sin embargo,
requiere de un periodo de tiempo largo, puede tener lugar la degradacién de compuestos
termolabiles y se requieren grandes cantidades de disolvente (De Castro y Priego-Capote,
2010).

La disolucion obtenida se somete a concentracion en un evaporador rotatorio para su posterior
andlisis en equipos de cromatografia de gases. El extracto final se analiza por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas de triple cuadrupolo (GC-MS/MS), ya que se
considera la técnica mas adecuada al estar trabajando con compuestos muy volatiles,
feromonas, y porque proporciona una elevada sensibilidad. Previamente, para aumentar la
selectividad y la sensibilidad a la hora de cuantificar la feromona contenida en el extracto, es
necesario optimizar la deteccion de los compuestos en el detector de masas. Para ello, se
deben elegir unas transiciones caracteristicas de la molécula; es decir, un ion procedente del
espectro de masas de la sustancia de interés (precursor) y el ion o iones mas abundantes

procedentes de la fragmentacion del seleccionado como precursor.



1.5. El cultivo de tomate

El cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum Miller) es la hortaliza con mayor
importancia econémica a nivel mundial. La superficie dedicada en Espafia en el afio 2020 es
de 16.326 ha y se obtuvo una produccién de 4.754.380 T. Con respecto a la Comunidad
Valenciana, la superficie es de 56.106 ha, de las cuales 16.326 ha estan destinadas al cultivo

protegido en regadio y tienen un rendimiento de 92.075 kg/ha (MAPA, 2022a).

1.6. La polilla del tomate (Tuta absoluta)
1.6.1. Importanciay distribucion

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) es un minador que ataca a las plantas
de tomate en cualquier momento de su desarrollo (Vacas et al., 2011), pudiendo realizar la
puesta en la mayor parte de érganos aéreos y alimentarse de hojas y frutos para completar
su ciclo (Urbaneja et al., 2007), llegando a causar dafios de hasta el 100% de la cosecha
(EPPO, 2005).

La polilla del tomate fue descrita por primera vez a principios de los afios 80 en el sureste de
Brasil (Souza y Reis, 1986), siendo ahora una de las plagas mas importantes en el cultivo de

tomate en el sur del continente americano (Urbaneja et al., 2007).

Posteriormente, y a pesar de haber estado incluida en la lista de accién Al en la Unién
Europea (lista de plagas recomendadas para su regulaciéon como plagas cuarentenarias), se
confirmo a finales de 2006 su presencia por primera vez en la region EPPO, concretamente
en cultivo de tomate de la provincia de Castellén. Desde entonces, ha invadido la totalidad de
las costas mediterraneay sur-atlantica de la Peninsula Ibérica, aparte de regiones del interior
de Espafa (Urbaneja et al., 2007; EPPO, 2008; Vacas et al., 2011). La expansion continudé
con rapidez y, actualmente el microlepidoptero se encuentra en gran parte de Africa, Europa

y Asia tal y como puede verse en la Figura 1.1.

@ caBI Summary Data

Figura 1.1. — Distribucion mundial de Tuta absoluta (Fuente: CABI, 2022).



1.6.2. Dafios y plantas huésped

Las larvas son las principales causantes de los dafios. Ocasionan galerias transparentes
en las hojas como consecuencia de la alimentacion del mesdéfilo, dejando intacta la epidermis
(Figura 1.2a). Las galerias se van ensanchando conforme avanzan los estadios larvarios,
adquiriendo una forma caracteristica. También pueden verse estas minas en los tallos, en la
insercion de foliolos, pedunculos y parte apical que afecta a las inflorescencias. Con respecto
a los frutos, las larvas penetran por el céliz y se ha visto que prefieren aquellos verdes o
inmaduros (Figura 1.2b). Ademas, estas galerias permiten la invasion por patégenos
secundarios (EPPO, 2005; Aguado et al., 2010).

|

Figura 1.2. — Dafos causados por Tuta absoluta en hojas (a) y fruto (b) de tomate. (Fuente:
Elaboracion propia).

El huésped preferido de este lepidoptero es el tomate, pero puede encontrarse en otras
solanaceas, tanto cultivadas (berenjena (Solanum melongena L.), patata (Solanum tuberosum
L.) y pepino dulce (Solanum muricatum L.), como silvestres (tomatillo (Lycium chilense
Bertero), hierba mora (Solanum nigrum L.) y estramonio (Datura stramonium L.) (EPPO, 2005;
Urbaneja et al., 2007).

1.6.3. Sistemaética

Reino: Animalia
Phylum: Artropoda
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Familia: Gelechiidae
Género: Tuta
Especie: Tuta absoluta
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1.6.4. Ciclo bioldgico y morfologia

El ciclo bioldgico de T. absoluta incluye cuatro estados de desarrollo: huevo, larva, pupay
adulto. Se trata de una especie multivoltina, capaz de completar entre 10 y 12 generaciones
al afio, siendo su ciclo biologico de 29 — 38 dias (EPPO, 2005). En Espafia esta activa todo el
afo, donde se han registrado capturas de enero a diciembre de forma ininterrumpida (Vercher
et al., 2010).

- Adulto: Es un microlepidéptero de 6 — 7 mm (Figura 1.3a). Posee un primer par de
alas de color gris oscuro jaspeado con manchas oscuras y un segundo par de alas de color
negro. Las hembras tienen el abdomen amarronado, mas ancho y voluminoso que el de los
machos. Posee habitos nocturnos, se esconde entre las hojas durante el dia y la copula se
inicia de inmediato tras la emergencia. Se desarrolla en un periodo entre 9y 23 dias (EPPO,
2005; Ruisanchez, 2013; MAPA, 2021).

- Huevo: Las hembras fecundadas comienzan a poner los huevos tres dias tras la
copula y pueden llegar a poner hasta 260 huevos de forma individual o en grupos de hasta
cinco. La oviposicion tiene lugar preferentemente en hojas (73%), y en menor magnitud en las
nervadura de las hojas y margenes de los tallos (21%), sépalos (5%) y frutos verdes (1%)
(Desneux et al., 2010). Estos son pequefios (0,36 mm de largo y 0,22 mm de diametro),
ovalados y amarillentos que viran hacia tonos mas oscuros cuando se aproxima la eclosion,

la cual tiene lugar de 5 a 10 dias después de la oviposicion (Ruisanchez, 2013; MAPA, 2021).

- Larva: El estado larvario comprende cuatro estadios pudiendo ser de 0,9 mm el
primero de ellos y de 7,5 mm el cuarto. Posee tres pares de patas y cinco pares de falsas
patas. La coloracion es amarillenta, vira hacia verdoso conforme se alimenta y evoluciona, y
de color rojo en su zona dorsal cuando esta préxima al estado de pupa. La cabeza es de color
castafio y el escudo protoracico marron oscuro en su parte basal (Figura 1.3b, c).
Generalmente, salen de la galeria para cambiar de estadio y penetrar en otras hojas.
Normalmente pupan en el suelo, pero algunas lo hacen en el envés de las hojas cerca de la
nervadura central o junto al céliz del fruto. Crece en un periodo de 13 — 23 dias. (Ruisanchez,
2013; MAPA, 2021).

- Pupa: Es obtecta, cilindrica, de color verde que torna a marrén al avanzar el desarrollo,
y normalmente cubierta por un capullo blanco sedoso (Figura 1.3d). Presenta dimorfismo
sexual, siendo las hembras de mayor tamafio (4,67 mm de largo y 1,37 mm de ancho) que los
machos (4,27 mm de largo y 1,23 mm de ancho). Se desarrolla en un periodo de 7 — 21 dias.
(Ruisanchez, 2013; MAPA, 2021).
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a)

Figura 1.3. — Estados de desarrollo de Tuta absoluta. Adulto (a), larva (b, c) y pupa (d) de
Tuta absoluta. (Fuente: Aguado et al., 2010; Elaboracién propia.).

1.6.5. Métodos de lucha
1.6.5.1. Medidas de prevenciédn y/o culturales

Con respecto a las medidas de prevencion y/o culturales de la polilla del tomate, se ha de
saber que es necesario rotar los cultivos de solanaceas con otras especies siempre que sea
posible, para poder romper el ciclo de la plaga; y utilizar material de plantacion libre de plaga.
Ademas, durante el cultivo se debe mantener una correcta limpieza e higiene de la parcela, lo
que implica: eliminacion de restos de cosecha, de poda y material vegetal, ademas de malas
hierbas presentes en el cultivo y colindantes. También, el material vegetal afectado debera de
ser eliminado con precaucion para evitar la dispersion de la plaga. Asimismo, se favorecera
la proliferacién de insectos auxiliares, asi como la existencia de plantas con floracion
permanente que sirvan de alimento para la fauna auxiliar tales como Lobularia maritima (L.)
Desv. Al finalizar el cultivo, es de interés el arrancar las plantas frescas inmediatamente
después de la tltima cosecha y eliminarlas de forma correcta. También, se recomienda mover
el suelo inmediatamente después de la ultima cosecha para evitar la evolucién de larvas y
pupas presentes en el suelo; y en el caso de sistemas de cultivo protegido, realizar un proceso
de solarizacion durante al menos quince dias. Hasta 200 pupas por metro cuadrado de suelo
puede haber en un cultivo gravemente afectado (OIRSA, 2015; MAPA, 2021).

En relacion a la estructura de la parcela o invernadero, esta debera estar lo mas aislada
posible, incluso en zonas de ventilacion, doble puerta y cerramientos en correcto estado
(MAPA, 2021).

1.6.5.2. Control fisico y mecanico

Se basa en el uso de trampas cromaticas y de luz, y ambas se utilizan tanto para su
deteccion como para captura masiva. Las trampas de colores pueden ser franjas continuas o
discontinuas, de color negro, azul o amarillo. Pueden ser bandas adhesivas de minimo 15 cm
de ancho que se colocan en las zonas interiores periféricas del invernadero o, placas de 200-
1000 cm? que se colocan en intervalos de 2,5-3 m las pequeias o 5-6 m las mas grandes a
lo largo de todo el interior del invernadero. Las trampas de luz son blancas y ultravioletas y

atraen a los adultos de T. absoluta. Sin embargo, estas son incapaces de eliminar muchas
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hembras antes de la oviposicion y atraen a insectos del exterior si el invernadero no esta

correctamente cerrado (Ruisanchez, 2013).

1.6.5.3. Control quimico

Desde el establecimiento de T. absoluta en la peninsula ibérica en 2006, el aumento del
uso de fitosanitarios necesarios en cultivo de tomate ha aumentado, favoreciendo
desequilibrios en la fauna auxiliar y por tanto en el control biol6gico, asi como la reduccion de

tratamientos que previamente se habia logrado (Navarro-Llopis et al., 2010).

El control de T. absoluta haciendo uso de compuestos quimicos no se consigue facilmente
por dos razones: el comportamiento alimenticio y el desarrollo de resistencias. La primera
implica el uso de plaguicidas con efecto translaminar, que puedan afectar a los estadios
larvarios ubicados en el mesdfilo, o aplicaciones reiterativas con la finalidad de atacar a las
larvas en el momento que salen de las galerias. La segunda conlleva el uso de diferentes
tipos de plaguicidas y su consiguiente acumulaciéon en el medio. Asi, para sobrellevar estos

problemas se requiere de estrategias basadas en el MIP (Aynalem, 2017).

De esta forma, es determinante el conocimiento de la dinamica poblacional mediante la
utilizacion de trampas de captura y observaciones directas dentro de la parcela. Asi, segun la
Guia de Gestién Integrada de Plagas en solanaceas se han de realizar dos o tres aplicaciones
cada siete dias cuando las capturas por trampa y semana sean superiores a 100. Ademas,
no se aconsejan los tratamientos fitosanitarios cuando la mortalidad de las larvas por

parasitismo supera el 10% y la fauna auxiliar esta correctamente instalada (MAPA, 2021).

Los tratamientos quimicos se aconsejan Unicamente cuando otros métodos no resulten
eficaces y siendo intercalados con otro tipo de tratamientos para evitar la aparicion de

resistencias.

Entre los productos autorizados en Espafia contra la polilla del tomate encontramos
compuestos que afectan principalmente a los sistemas nervioso y/o muscular (abamectina,
emamectina, clorantraniliprol, metaflumizona, cyantraniliprol, piretrinas e indoxacarb), sistema
digestivo (Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki y aizawai), 0 compuestos con modo de accion
desconocido o incierto (azadiractina, sales potésicas de acidos vegetales) y sales potasicas
de acidos grasos C14 — C20 (IRAC, 2022; MAPA, 2022b).

1.6.5.4. Control biol6gico

A continuacion, se explican dos estrategias de control biol6gico, ambas utilizadas en los

invernaderos donde se ha llevado a cabo el presente Trabajo de Fin de Master.
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1.6.5.4.1. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis Berliner (Firmicutes: Bacillaceae) (Bt) es una bacteria
entomopatogena, cuyos preparados comerciales han sido clave durante décadas en el control
integrado de plagas como método alternativo a los quimicos. Son respetuosos con el medio
ambiente, no provocan dafios ni en humanos ni otros vertebrados, y respetan a los enemigos

naturales presentes (Gonzalez-Cabrera et al., 2011).

En la zona de origen se conoce que la variedad kurstaki (Btk) puede ser efectiva contra varios
de los estadios larvarios de T. absoluta y que incluso pueden verse efectos sinérgicos cuando
se aplica a tomates cuyo genotipo es resistente al lepidoptero. En Espafia, en condiciones de
laboratorio, invernadero y campo, se ha visto que B. thuringiensis puede ser altamente
eficiente en el control de larvas de T. absoluta. Aplicaciones de 180,8 MUI/L de Bt reducen el
dafio hasta un 90% en comparacion con el control. Ademas, aplicaciones de 90,4 MUI/L de
forma semanal han demostrado controlar la polilla del tomate a lo largo del ciclo del cultivo sin
ningun tratamiento adicional, incluso con niveles elevados (Gonzalez—Cabrera et al., 2011;
Molla et al., 2011; Urbaneja et al., 2012). También, estudios han demostrado la ausencia de

frutos infestados en las zonas tratadas con Bt (Gonzalez—Cabrera et al., 2010).

1.6.5.4.2. Nesidiocoris tenuis

Nesidiocoris tenuis Reuter (Hemiptera: Miridae) es un enemigo natural autéctono que
aparece de forma espontdnea colonizando el cultivo de tomate en Espafia junto con
Macrolophus pygmaeus (Rambur) (Hemiptera: Miridae). Ensayos llevados a cabo tanto en
invernadero como en campo han demostrado la capacidad de depredar y reducir
significativamente la infestacion por T. absoluta. Ambos sexos de N. tenuis son capaces de
depredar huevos (Figura 1.4.) y larvas de T. absoluta. Son capaces de depredar hasta mas
de 30 huevos por dia, consumiendo las hembras mas que los machos. Con respecto a las
larvas, el mirido se alimenta de los cuatro estadios larvarios, pero se observa una clara
preferencia por el primer y segundo estadio, siendo capaces de alimentarse de dos larvas por
dia aproximadamente. Todo ello ocurre de forma eficaz siempre y cuando se permita la
instalacion del mirido antes de que T. absoluta alcance la categoria de plaga. Su aparicién
tardia implica una disminucion de la eficacia, por lo que se recomienda la introduccion de N.
tenuis por inoculacién bien en semillero, en lugares donde la presion de plaga puede suponer
un mayor problema, o bien post — trasplante (Urbaneja et al., 2008; Urbaneja et al., 2009;
Molla et al., 2013).
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Figura 1.4. — Adulto de Nesidiocoris tenuis alimentdndose de huevos de Tuta absoluta.
(Fuente: Urbaneja et al., 2008).

1.6.5.5. Control biotécnico

En 1978 se comprobd que, usando hembras virgenes de T. absoluta, se conseguian
capturas de mas de 100 machos por trampa y dia, lo que sugeria la emision de una feromona
sexual por parte de dichas hembras (Quiroz, 1978). Tiempo después, en 1995, la feromona
fue caracterizada como una mezcla 90:10 de (E,Z,Z2)—(3,8,11)-tetradecatrien-1-il-acetato
(TDTA) (Figura 1.5.), como componente principal de esta feromona sexual y (E,Z)—(3,8)—
tetradecadien-1-il-acetato (TDDA) como componente secundario (Attygalle et al., 1995). Esta
es sintetizada por la hembra en la glandula feromonal, estructura especializada situada en el

extremo del abdomen (Vogel et al., 2010).

De esta forma, se ha permitido el desarrollo de emisores de feromona para la aplicacién de
diferentes técnicas tales como: seguimiento de poblaciones, captura masiva, atraccion y
muerte y confusion sexual (Vacas, 2011; Caparros et al., 2013). Siendo asi una forma de
control implementada en Suramérica, Europa, Asia y Africa, tanto en cultivo protegido como

al aire libre (Tarusikirwa et al., 2020).

)I\DWM

Figura 1.5. — Molécula de (E, Z, Z) — (3, 8, 11) — tetradecatrien-1-il-acetato, componente
principal de la feromona sexual de Tuta absoluta.

Varias empresas han desarrollado emisores de feromona para la deteccién y seguimiento
de poblaciones de T. absoluta, la mayoria del tipo rubber septum, pero estos tienen una
cinética de emision muy deficiente por lo que pierden su eficacia de forma rapida (Vacas et
al., 2013). Asi, este tipo de control puede usarse como una parte de una estrategia de control;
es decir, una medida complementaria a otras opciones de manejo. Por ejemplo, un estudio en

Egipto revel6 la eficacia contra larvas de T. absoluta de la feromona sexual en combinacion
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con otros insecticidas (El-Aassar et al., 2015); y Cherif et al. (2018) demostraron una reduccién
en la poblacion de T. absoluta cuando el uso de feromona sexual se combinaba con Bt y

ciromazina.

1.7. Control de Tuta absoluta mediante confusiéon sexual

El método de confusion sexual ha demostrado ser muy eficiente en el control de muchas
plagas de lepidopteros (Witzgall et al., 2010). Esto es unarealidad para T. absoluta en Espafia,
gracias a la existencia de dos difusores de vapores comerciales autorizados por el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion. El primero de ellos, inscrito en 2018 pertenece a la
empresa Shin-Etsu Chemical Co LTD (numero de registro: 25942), y el segundo, inscrito en
2020, a SEDQ Healthy Crops S.L (numero de registro: ES-01163), conteniendo ambos una
mezcla de TDTA y TDDA (MAPA, 2022b).

Esta técnica fue ensayada en Suramérica con dosis de TDTA de entre 10 y 80 g/ha en
parcelas de cultivo al aire libre de apenas 200 m?, sin buenos resultados ni estudios de la
emision de feromona (Michereff et al., 2000; Vacas, 2011). Por parte de Marti et al. (2010), se
describi6 la primera experiencia en Espafa sobre confusion sexual de T. absoluta y ensayaron

dosis de 0,15y 2 g/ha, obteniendo también resultados poco favorables.

Navarro-Llopis et al. (2010), concluyeron que el control de T. absoluta mediante confusion
sexual en invernadero es posible siempre que este posea una hermeticidad 6ptima, que la
carga de feromona minima esté cercana a los 40 g/ha y que se emita de forma constante

desde el inicio de las capturas en trampas delta hasta el final del ensayo.

Més tarde, en la region italiana de Cerdefa se observé una lenta disipacion de la feromona
que daba lugar a emisores con el 50% del ingrediente activo sin emitir al finalizar el cultivo.
También, afirmaron que la confusion es efectiva Unicamente a densidades de la poblacién
bajas/moderadas y que muchas veces la presencia de una elevada poblacion se debe a la
emergencia de pupas en el suelo procedentes del cultivo anterior. Asi, en presencia de
poblaciones elevadas de T. absoluta, pese a estar sometidas a la técnica de confusion sexual,
la probabilidad de encuentro entre machos y hembras es elevada, perturbando el efecto de la

confusion sexual (Cocco et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

En un ambiente de necesidad de disminuir las materias activas de sintesis quimica
utilizadas, asi como de conservar los enemigos naturales en el ambito agricola, el desarrollo
de métodos biotécnicos, como es el caso de la confusion sexual, juega un papel fundamental.
Ademas, la polilla del tomate es una plaga capaz de provocar pérdidas de hasta el 100% de

la produccion.
Asi, los objetivos del presente Trabajo han sido:

- Evaluar la eficacia de nuevos emisores de feromona para combatir T. absoluta mediante

confusiéon sexual en cultivo de tomate en invernadero.

Para ello se ha estudiado tanto el efecto del tratamiento de forma indirecta (seguimiento de
la poblacion) y directa (dafios), como la cinética de emisién de la feromona mediante técnicas

cromatogréficas.

- Establecer un valor umbral de concentracion de feromona en aire eficaz para confundir

sexualmente a T. absoluta.

Para ello, mediante una metodologia de deteccion y cuantificacion de feromona en aire
desarrollada recientemente, se ha analizado la concentracion de feromona de T. absoluta
presente en el invernadero al aplicar la confusién sexual y su relacidon con la eficacia de la

técnica.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de los invernaderos y cultivo

El ensayo se ha realizado entre los meses de marzo y junio de 2022 en invernaderos de
tomate (Solanum lycopersicum L. (Solanales: Solanaceae)), variedad Valenciano, sobre
sustrato de fibra de coco, con antecedentes de dafio por T. absoluta. Tanto el invernadero
control (C) como el tratado con confusion sexual (CS) estan ubicados en Meliana (Valencia,
Espafa), en las coordenadas 39°31'29.3"N 0°20'11.7"W y 39°31'32.9"N 0°20'11.2"W,
respectivamente. Las dimensiones del invernadero CS son 80 x 55 m (4056,67 m?) y las del
invernadero C, 57,5 x 30 m (1654,23 m?) (Figura 3.1.). Cabe destacar, que dichos
invernaderos carecen de doble puerta, proteccion en las zonas de ventilacion cenital y algunos
cerramientos laterales tienen soluciones de continuidad. Ambos invernaderos recibieron el

mismo manejo, en cuanto a labores culturales y tratamientos fitosanitarios.
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Figura 3.1. — Invernadero control (azul) e invernadero tratado con confusién sexual (verde) y
ubicacion de las trampas delta (triangulos rojos). (Fuente: adaptado de visor SIGPAC).

3.2. Confusién sexual de Tuta absoluta

El tratamiento en el invernadero CS se ha realizado utilizando difusores de confusion
sexual comerciales TUTATEC (SEDQ Healthy Crops, S.L., Barcelona, Espafia) (Figura 3.2a)
y nimero de registro ES-01163. Cada uno de ellos contiene una carga de 0,185 g de una
mezcla de su feromona sexual. Estos emisores poseen una vida Gtil teérica de 180 dias. Se
han colocado a una dosis de 300 difusores por hectarea, al inicio del cultivo, a una altura de
1,6 — 2 m en los alambres o cuerdas de fijacion, tal y como indica su registro (MAPA, 2022b;
SEDQ, 2022a).

a)

Figura 3.2. — Material para confusion sexual y seguimiento de la poblacion de Tuta absoluta.
Difusor de confusién sexual TUTATEC (a), trampa delta con base pegajosa (b) y difusor de
seguimiento Tutalab LT (c).
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3.3. Evaluacion de la eficacia de la confusion sexual
3.3.1. Seguimiento de la poblacion

Para el seguimiento del vuelo de machos de T. absoluta, se instalaron tres trampas tipo
delta provistas de base pegajosa (Figura 3.2b) y emisor de seguimiento Tutalab LT (SEDQ
Healthy Crops, S.L., Barcelona, Espafia) (Figura 3.2¢) en cada invernadero. La separacién
entre trampas fue de al menos 20 m y se situaron a una altura de 30 cm del suelo. La duracion
de dichos emisores es de 110 dias (SEDQ, 2022b).

Las capturas se revisaron de forma semanal y se calculé el nUmero de machos capturados
por trampa y dia (CTD) en cada invernadero. La reduccion del numero de capturas en el
invernadero tratado con confusion sexual, respecto al control, es un indicador de que se esta
afectando a la poblacién de machos y produciendo un efecto de confusion. Por ello, se calculd

el indice de inhibicidn de capturas (IIC) de acuerdo con la siguiente formula:

CTD CS

11C (%) = 100 — (5=

x 100).

3.3.2. Prospeccién de dafios

La prueba final de la eficacia de la confusion sexual se obtiene mediante la evaluacion de
los dafios en las plantas. Las prospecciones se realizaron de forma mensual, intervalo que se
redujo con el inicio de la recoleccién. Se examinaron visualmente 20 plantas de tomate
préximas a cada trampa delta, por lo que se han inspeccionado 60 plantas de cada
tratamiento, una totalidad de 120 plantas en cada prospeccion. Para ello, se cont6 el nUmero
de galerias presentes en hojas, tallo y frutos, considerando que una planta ha sido atacada
cuando se detecta al menos una galeria. Ademas, se anot6 la presencia 0 ausencia de

estados inmaduros (larvas y pupas) en el interior de las galerias.

Con motivo del aumento de capturas de machos de T. absoluta, se realizé una Ultima
prospeccion diferente a las descritas con anterioridad. En esta se observaron todos los foliolos
de dos hojas de la planta de tomate presentes a la altura de la vista de forma aleatoria. Se
conté el namero de galerias en los foliolos y la presencia de estados inmaduros en ellos.

También, se observo la presencia de galerias en la totalidad de los frutos de la misma planta.

3.4. Estudio de la cinética de emision de los emisores TUTATEC

En paralelo al ensayo, se estudio el contenido inicial de los difusores de confusion sexual
y su cinética de emision. Para ello, se colocaron, de forma adicional, 20 emisores TUTATEC
bajo las mismas condiciones en el invernadero CS. De esta forma, se recogieron mensual y
aleatoriamente cuatro emisores, y se almacenaron a -20 °C en bolsas herméticas

correctamente identificadas hasta proceder a su analisis en laboratorio.
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Para cuantificar la cantidad de feromona contenida en los difusores a los distintos tiempos de
envejecimiento (0, 31, 62, 88 y 115 dias), se realiz6 la extraccion de la misma mediante
maceracion con disolvente. Cada difusor se corté en pedazos de menos de 1x1 cm con ayuda
de unas tijeras y se introdujo en un tubo de centrifuga de cristal de 50 mL con 23 mL de
diclorometano y 2 mL de una disolucion de patrén interno (n-dodecano). Estos se colocaron

en un agitador magnético durante dos horas a temperatura ambiente.

El contenido residual de TDTA se determind por cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC — FID) haciendo uso de un Cromatografo de gases Clarus®590
(PerkinElmer Inc., Wellesley, MA, USA). Todas las inyecciones se realizaron en una columna
ZB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) (Phenomenex Inc., Torrance, CA) sometida al siguiente
programa de temperaturas: 120 °C durante un minuto y aumentando 20 °C por minuto hasta
250 °C, temperatura que se mantiene durante un minuto. Como gas portador se utiliza helio a
1,5 mL/min, siendo la temperatura del inyector 250 °C. Las &reas de los picos cromatograficos
de la feromona y el patrén interno se procesaron mediante el software Totalchrom (Perkin
Elmer Inc.). Estas areas se relacionan mediante un modelo de regresion lineal del tipoy =a +
bx, donde y es el ratio [area feromona / area n-dodecano] y x la cantidad de feromona. De
forma ocasional, se realizan re-extracciones de emisores ya sometidos a extraccion para

corroborar la ausencia de feromona residual.

Todos los disolventes y reactivos quimicos utilizados se adquirieron de Merck (Darmstadt,

Alemania).

3.5. Cuantificacion de feromona en aire

Para la cuantificacion de compuestos volatiles, concretamente feromonas, mediante la
captacion de muestras de aire se ha seguido la metodologia desarrollada por Gavara (2021).
La primera captacion se realizé dos semanas después de la instalacion de los difusores de
feromona con motivo del establecimiento de la feromona en el invernadero. Después, se

realizaron periédicamente hasta el final del ensayo.

La captacion de las muestras de aire se ha realizado con un captador de alto volumen
(CAV-A/Mb, MCV, Barcelona, Espafia) dispuesto en el centro del invernadero CS (Figura
3.3a), ubicacion donde se considera que afectan en menor medida los factores externos al
invernadero. Este estd conectado a la red eléctrica y programado para la captacion de la
muestra a 15 m® por hora durante 24 h. Transcurrido el tiempo, se recoge el material
adsorbente en bolsas herméticas correctamente identificadas y se almacena a -20 °C hasta

su extraccion. La identificacion se basa en la fecha y metros cubicos de aire captados.
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El captador va equipado con un cabezal (PST — 810, MCV, Barcelona, Espafia) al que se le
introdujo un pre-filtro de microfibra de vidrio (Grado G-F1, MCV, Barcelona, Espafia) para
evitar la entrada particulas sélidas al cartucho de material adsorbente. El pre-filtro esta situado
previo a un contenedor de PVC (CBE, CAV, MCV, Barcelona, Espafia) que contiene un cuerpo
cilindrico de vidrio, donde se introduce el material adsorbente, consistente en una espuma de
poliuretano cilindrica (10 cm de alto y 10 cm de didmetro) cuya densidad es de 30 g/L (MCV,
Barcelona, Espafa) (Figura 3.3b). Previo al uso de las espumas, estas se sometieron a un
proceso de limpieza por maceracion con una disolucién 95:5 hexano-éter en un agitador
magnético durante minimo cuatro horas y su posterior secado en un desecador con bomba
de vacio a temperatura ambiente hasta observar de forma visual que estas estan secas (dos

horas aproximadamente).

Figura 3.3. — Material para la captacion y analisis de feromona en aire. Captador de alto
volumen utilizado para la toma de muestras (a), contenedor con el cilindro de vidrio que aloja
la espuma de poliuretano (b) y extraccion tipo Soxhlet (¢). (Fuente: Elaboracion propia).
Para la extraccion de las sustancias captadas en la muestra, se realizé una extraccion de
tipo Soxhlet (Figura 3.3c) haciendo uso de 300 mL hexano como disolvente, y sometiendo
las espumas a mas de 6 ciclos de extraccion. El extracto resultante se concentré hasta 5 mL
haciendo uso de un evaporador rotatorio, manteniendo la muestra en un bafio de agua

destilada aproximadamente a 30 °C.

Finalmente, se toman 0,5 mL de la muestra concentrada, a los que se afiaden 50 UL de
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridecafluorononanoato de heptilo (TFN) (patrén interno) previamente
al analisis cromatdgrafico. El analisis se realiz6 en un cromatégrafo de gases (GC) (Trace
1300 GC; Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU) acoplado a un espectrémetro de masas
de triple cuadrupolo (MS/MS) (TSQ 8000 Evo, Thermo Scientific) trabajando en modo SRM
(Monitoreo de Reacciones Seleccionadas). El cromatografo fue equipado con una columna
capilar de silice fundida ZB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) (Phenomenex Inc., Torrance, CA,
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USA). El gas portador fue helio a un caudal de 1,5 mL/min, siendo la temperatura del inyector
250 °C y 280 °C la de la fuente de ionizacién.

Para cada componente de interés — TDTA y TFN — se optimiz6 el método MS/MS
seleccionando el ion precursor y los iones producto cuyas determinaciones fueran mas
selectivas y sensibles (Tabla 3.1.). Para la obtencion de las &reas cromatograficas se
utilizaron la transicion 2 para TFN y la 3 para TDTA. En el caso de las sefales de TDTA,
cuando se detectaron varios picos muy cercanos al pico del tiempo de retencion de TDTA, se

hizo uso de las otras transiciones (Transiciones 1, 2, 4, 5y 6) con propésito de confirmacion.

Tabla 3.1. — Valores 6ptimos de los parametros de MS/MS de TFN y TDTA utilizados para
cuantificar la concentracion de feromona en aire de Tuta absoluta.

lon precursor lon producto Energia de

Transicién (m/2) (m/z) colision (eV)

1 375,0 263,0 10
TFN 5 393,0 373,0 >

1 67.1 414 10

2 79,1 77,0 10

3 80,1 79,1 10
TDTA ’ ’

4 93,1 77,1 10

5 108,1 91,1 10

6 108,1 93,1 10

Larelacion entre la cantidad de feromona y su area cromatografica correspondiente se obtiene
mediante un modelo de regresion lineal, y = a + bx, donde y es el ratio [area feromona / area

patrén interno] y x es la cantidad de feromona.

Todos los disolventes y reactivos quimicos utilizados se adquirieron de Merck (Darmstadt,

Alemania).

3.6. Andlisis estadistico

Los datos de numero de machos capturados (por trampa y dia) en las trampas de
seguimiento de poblacién instaladas en el invernadero control y el sometido a confusién
sexual se introdujeron en un Andlisis de la Varianza (ANOVA) multifactorial, seguido de un
test post — hoc LSD (Least Significant Difference) de Fisher (P < 0,05), para estudiar el efecto
del factor tratamiento sobre las capturas. También se introdujo el factor semana para evaluar
el efecto del tiempo sobre las mismas. Los datos de capturas se transformaron previamente

mediante log(x+1) para homogeneizar la varianza.

Los datos obtenidos en las distintas prospecciones de dafio se analizaron como se detalla

a continuacion:
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- Se utiliz6 un ANOVA simple (test LSD, P < 0,05) para conocer si existen diferencias en el

porcentaje de foliolos atacados entre las plantas control y las sometidas a confusion sexual.

- Se utilizaron tablas de contingencia y la prueba del chi — cuadrado (x?) de Pearson para
evaluar el efecto del tratamiento en el nimero de plantas atacadas por T. absoluta, el nimero
de plantas con presencia de estados inmaduros de la plaga y el nimero de frutos atacados

en la cosecha.

También se analiz6 estadisticamente mediante un analisis de regresion lineal simple la

correlacion entre el 1IC y la concentracion de feromona en aire.

Todos los analisis se realizaron mediante el software Statgraphics Centurion 18V. 18.1.13
(Statgraphics Technologies Inc., The Plains, VA, EEUU).

4. RESULTADOS

4.1. Evaluacién de la eficacia de la confusion sexual
4.1.1. Seguimiento de la poblacion

La Figura 4.1. muestra la dinAmica de poblacién de T. absoluta, es decir, los machos
capturados por trampa y dia (CTD) en el invernadero control y en el que tiene lugar la
confusioén sexual. La media de CTD en el invernadero control fue de 11,35y en el sometido a
tratamiento con confusion sexual fue 3,08. Durante todo el ensayo se observé que las CTD
en el invernadero control superaban aquellas del invernadero con feromona sexual. Ademas,
se observa un aumento de las capturas en ambos invernaderos a partir del dia 80, fecha en
la que comienza la recoleccion de frutos, siendo la media antes de esta fecha de 4,4 CTD en
el control y de 0,6 en el tratado; y después de 29,5 CTD en el control y 9,6 en el sometido a
confusién sexual. Finalmente, a partir del dia 110 se observa un aumento drastico en las CTD
del invernadero con confusion sexual. El analisis estadistico indica que el factor tratamiento
fue significativo y la confusién sexual redujo significativamente las capturas con respecto al
control (Gl = 1,84; F = 158,03; P < 0,0001). Esto indica que los machos tienen algun
impedimento para alcanzar las trampas de seguimiento en el invernadero tratado con la
feromona sexual. Con respecto al indice de inhibicion de capturas (lIC), podemos observar
que durante todo el ensayo es de mas del 70%, excepto en los dias 95y 115 que es de 56,3

y 43,4% respectivamente.
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Por otro lado, el analisis también indica que el factor semana tuvo un efecto significativo sobre
las capturas (Gl = 16,84; F = 12,81; P < 0,0001), lo que se debe a la propia dinamica

poblacional de la plaga.
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Figura 4.1. — Capturas por trampa y dia desde el inicio del ensayo en el invernadero control
y en el sometido a confusién sexual, e indice de inhibicion de capturas.

4.1.2. Prospeccion de dafos

Si nos fijamos en las prospecciones realizadas antes de la cosecha (dias 31, 67 y 87 desde
el inicio del ensayo) (Tabla 4.1.), en cuanto al porcentaje de plantas atacadas (%PA), el
andlisis estadistico indica que Unicamente hay diferencias significativas entre tratamientos en
la prospeccion llevada a cabo el dia 67 (x> = 4,675; P = 0,0306), con un 90% de plantas
afectadas en el caso de la confusion sexual y un 75% en el control (Figura 4.2.). Tanto en el
dia 31 como en el 87 no se observan diferencias significativas ((x? = 0,711; P = 0,3991) y (x?
= 1,008; P = 0,3153), respectivamente) (Figura 4.2.). Esto se debe a que la seleccién de

plantas al realizar la prospeccion se hace de manera aleatoria.
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Tabla 4.1. — Prospecciones de dafios de T. absoluta en planta de tomate los dias 31, 67 y 87
del ensayo.

Pl PA %PA  #GT  #LT #PT PEI % PEI
Prospeccion g 60 17  283a 26 9 0 7 11,7 a
28-03-22
(31) C 60 13 21,7 a 14 6 0 6 10,0 a
Prospeccion g 60 54 90,0a 255 66 8 33 55,0 a
03-05-22
(67) C 60 45  750b 189 51 5 26 433a
Prospeccion g 60 60 100,0a 812 32 1 20 33,3a
23-05-22
(87) C 60 59 98,3 a 541 33 1 24 40,0 a

Plantas inspeccionadas (PI), Plantas atacadas (PA), Nimero de galerias totales (#GT), NUmero de
larvas totales (#LT), Numero de pupas totales (#PT), Plantas con estados inmaduros (PEI). Entre
paréntesis dias desde el inicio del ensayo. Para cada parametro estudiado, valores seguidos de la

misma letra no difieren significativamente (test X P>0,05).

100 +
90 +
80 + b
70 f
60 “
50 +
40 +
30 +
20 +
10 f

% Plantas atacadas

28/03/2022 03/05/2022 23/05/2022
(31) (867) (87)

Fecha
Confusion sexual Control

Figura 4.2. — Porcentaje de plantas atacadas durante las diferentes prospecciones en ambos
tratamientos. Para cada fecha, barras etiquetadas con la misma letra no difieren

significativamente (test 2, P > 0,05).

En cuanto al numero de plantas con presencia de estados inmaduros de T. absoluta
(%PEI; Tabla 4.1.), observamos que no existen diferencias significativas en los tratamientos
en ninguna de las prospecciones (dia 31: x2 = 0,086, P = 0,7690; dia 67: x> = 1,634, P =
0,2012; dia 87: x> = 0,574, P = 0,4486).

Finalmente, durante la prospeccion realizada en cosecha (dia 111) (Tabla 4.2.) obtuvimos que
el 96,7% de las plantas estaban atacadas en ambos tratamientos, por o que no hubo ninguin

efecto (P = 1,0000). Asi mismo, el tratamiento tampoco tuvo efecto en el grado de ataque, ya

25



que el porcentaje de foliolos afectados por planta tampoco presentaba diferencias
significativas respecto al control (Gl = 1,119; F= 2,23; P = 0,1378); presentando en el caso de
la confusion sexual un 28,2% del total y un 23,9% del total de los foliolos inspeccionados en

el caso del control.

Lo mismo ocurre con el nimero de galerias por foliolo revisado (Gl = 1,118; F= 2,98; P =
0,0870) ya que se encontré una media de 0,4 galerias/foliolo en el caso de la confusién sexual
y 0,3 galerias/foliolo en el control.

Con respecto a la presencia de estados inmaduros tampoco encontramos diferencias
significativas (x? = 2,828; P = 0,0926), habiendo un 23,3% y 11,7% de plantas con estados

inmaduros en el tratamiento con confusién sexual y control, respectivamente.

Tabla 4.2. — Prospeccion final de dafios de T. absoluta en planta de tomate.

PI PA  %PA = FA  %FA #GT GIF #LT PEl  %PEI

Prospeccion g 60 58 96,7a 1217 343 282a 458 O04a 17 14  233a
16-06-22

(111) C 60 58 96,7a 1154 276 239a 328 0,3a 10 7 11,7 a

Plantas inspeccionadas (Pl), Plantas atacadas (PA), Foliolos inspeccionados (Fl), Foliolos atacados (FA), NUmero de
galerias totales (#GT), Galerias por foliolo (G/F), Numero de larvas totales (#LT), Namero de pupas totales (#PT), Plantas
con estados inmaduros (PEI). Entre paréntesis dias desde el inicio del ensayo. Para cada parametro estudiado, valores
seguidos de la misma letra no difieren significativamente (test x2; P>0,05).
En el caso de los frutos atacados, si que se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, estando un 1,4% de los frutos atacados (14 de 1025 frutos inspeccionados) en
el invernadero sometido a confusién sexual y un 3,5% en el control (35 de 1003 frutos

inspeccionados) (x? = 9,697; P = 0,0018); es decir, se redujo el dafio en un 60%.
4.2. Cinética de emision de los emisores TUTATEC

Se estudi6 el perfil de liberacién de TDTA de los emisores TUTATEC vy la carga residual
de feromona se ajust6 a un modelo de regresion lineal hasta el dia 115, de fin del ensayo. Asi,
se obtuvo una ecuacion lineal (1): y = -1,0901x + 249,08, con un coeficiente de determinacion:
R? = 0,9434 (Figura 4.3.). Esto significa que la feromona se libera a una velocidad media
constante durante el periodo del ensayo. Esta velocidad viene dada por la pendiente de la
ecuacion lineal (1), y es igual a 1,09 mg/dia. Cabe destacar también el porcentaje residual de

feromona en el emisor al acabar el ensayo que era de 46,9% (Tabla 4.3.).
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Figura 4.3. — Perfil de liberacion de TDTA, el componente mayoritario de la feromona de T.
absoluta y de los emisores TUTATEC.

Tabla 4.3. — Cantidad y emision de feromona en los emisores de envejecimiento TUTATEC.

Dias desde el inicio del Cantidad de Cantidad de Emisién de feromona
tratamiento feromona (mg) feromona (%) (mg/dia)
0 235,8+11,2 100,0 —
31 226,3+5,2 96,0 0,3
62 188,7 £ 6,1 80,0 1,2
88 161,4+7,4 68,4 1,1
115 110,6 £8,1 46,9 1,9
Media 1,1+0,3

4.3. Cuantificacion de feromona en aire

La captacion de volatiles y los consiguientes analisis quimicos dieron como resultado
concentraciones de feromona en aire (CFA) variables con una media global de 3,2 ng/m3. Sin
embargo, la concentracién media durante las cinco primeras captaciones realizadas fue de
4,6 ng/m3, mientras que la media disminuye hasta 1,8 ng/m®durante las Ultimas semanas del

ensayo.

A pesar de que se puede observar una tendencia de mayores IIC que corresponden a una
mayor concentracion de feromona en aire (Figura 4.4.), el andlisis estadistico de regresion
lineal simple realizado indica que no existe una correlacion significativa entre ambas variables
(P =0,3825; R? = 0,0964).
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Figura 4.4. — Relacion entre la concentracion de feromona en aire y el indice de inhibicién de
capturas.

5. DISCUSION

Los experimentos llevados a cabo en el presente Trabajo han puesto de manifiesto la
importancia del grado de aislamiento para la eficacia de la confusién sexual de T. absoluta
bajo invernadero. Atendiendo al seguimiento de la poblacién, se observa un ascenso de las
capturas una vez iniciada la recoleccién de frutos, algo que no ocurre en otros ensayos. En el
llevado a cabo en Brasil y publicado por Michereff et al. (2000), las capturas en el control
durante el estado vegetativo son de 233,3 + 53,1 CTD y durante el estado reproductivo de
68,3 + 19,3, es decir, disminuyen una vez comienza la recoleccion. En el presente Trabajo, la
coincidencia del aumento de capturas con la recoleccién de frutos se debe probablemente a
la pérdida de hermeticidad del invernadero y a la entrada de T. absoluta del exterior. El
mantenimiento durante largos periodos de tiempo de la puerta abierta y la constante entrada
y salida del personal con herramientas de trabajo, probablemente han promovido la migracion
de T. absoluta desde parcelas colindantes de cultivo de patata (Solanum tuberosum L.),
importante hospedero alternativo de la plaga (Urbaneja et al., 2007), cuya cosecha se inicio

pocos dias antes que la del tomate.

La cinética de emision obtenida de los emisores poliméricos ensayados (TUTATEC) se
ajusta a un modelo de regresion lineal, lo que indica que la emision es sustancialmente
constante. También resulté constante la cinética de los emisores poliméricos Isonet descrita
por Cocco et al. (2013), asi como la de los emisores mesoporosos empleados en los
experimentos de Vacas et al. (2011). Sin embargo, estudiando la emisién de TUTATEC en

detalle, aunque la velocidad media de emisién de feromona durante el ensayo fue de 1,1
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mg/dia, se observa que al inicio del ensayo la velocidad media fue de 0,3 mg/dia. Esto se
puede atribuir a las bajas temperaturas registradas durante el mes de marzo en el invernadero
(media de 12,8 °C en marzo vs. 27,8 °C en junio), ya que es bien conocido que la velocidad
de emision de algunos tipos de emisores de feromona, especialmente los poliméricos, es muy

dependiente de la temperatura (Gavara et al., 2022).

La emision media diaria de feromona (1,1 mg/dia) de los difusores empleados en el presente
Trabajo es mucho mayor que la obtenida en el ensayo de Vacas et al. (2011), donde se
alcanzaban emisiones maximas de 491,3 ug/dia con emisores cargados con 80 mg de
feromona. También se describen niveles de emision menores en los experimentos de Cocco
et al. (2013), en los que los emisores Isonet liberaron la feromona a razén de 216,6 ug/dia.
En cualquier caso, todos estos niveles de emisién son superiores al nivel considerado 6ptimo
para la captura de 150 pg/dia, descrito por Vacas et al. (2013). Velocidades de emisién por
encima de este valor comienzan a tener efectos de confusion sexual sobre los machos de T.

absoluta.

En relacion al porcentaje de feromona residual, resulté del 46,9%, 115 dias después de la
instalacion de los emisores de SEDQ, por lo que manteniendo la velocidad de emision de 1,1
mg/dia la duracién estimada de los emisores seria de 228,5 dias y no de 180 como especifica
el fabricante. Esto es similar a lo que describen otros estudios: emisores mesoporosos en el
dia 124 contienen mas del 60% (Vacas et al., 2011) y el 57% en el dia 126 en el caso de
aquellos poliméricos de Isonet (Cocco et al., 2013). Estos valores altos de carga residual son
comunes, pero suponen un desperdicio de feromona, hecho que se podria optimizar, ya que
el 90% del precio que supone el tratamiento corresponde al coste de la feromona (Vacas et
al., 2015).

En el presente Trabajo, con una densidad de 300 emisores/ha se alcanza finalmente, tanto
en control como en confusion sexual, un nivel del 96,7% de plantas afectadas. Parecido es lo
que ocurre en el ensayo de Cocco et al. (2013) cuando usan una densidad de 500
emisores/ha, el 98,3% de las plantas resultan dafiadas, superando al control. Sin embargo,
estos porcentajes de ataque se redujeron al aumentar el nimero de emisores por hectarea,
ya que con una densidad de 1000 emisores/ha consiguen que menos de la mitad (44,0 -

46,7%) de las plantas se vean afectadas.

Con respecto a los frutos atacados, medida final de la eficacia de la técnica, en los
experimentos que hemos realizado, el tratamiento de confusién sexual ha conseguido una
reduccion del 60% respecto al control. Considerando la emision media por emisor y la
densidad de emisores empleadas, la dosis de feromona aplicada ha sido de 330 mg/ha/dia.

De la misma forma, Cocco et al. (2013), empleando 204,76 mg/ha/dia consiguieron una
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reduccién del 62% en el nimero de frutos dafiados. Sin embargo, cuando aplicaron 102,38
mg/ha/dia se obtuvo un nivel de dafio en fruto mayor que en el control. El hecho de que el
tratamiento de confusién sexual haya conseguido una reduccion significativa en el porcentaje
de frutos dafiados, aun no habiendo frenado el atague en planta, resulta esperanzador para
la aplicaciéon de la técnica. No obstante, todavia hay margen de mejora en cuanto a la dosis

de feromona a utilizar.

A pesar de haber podido medir los valores de concentracion de feromona de T. absoluta
en aire y observar que estos varian con el tiempo, no se ha podido establecer un valor umbral
a partir del cual se consigue una confusion sexual eficaz. Puesto que la metodologia llevada
a cabo es de reciente desarrollo, existen pocos estudios que proporcionen datos de
concentracion de feromona en aire, aunque todos ellos se refieren a plagas de lepiddpteros.
Uno de ellos estd realizado en el cultivo de vifia (Vitis vinifera L.) para el control de Lobesia
botrana (Denis and Schiffermuller) (Lepidoptera: Tortricidae), donde se describen
concentraciones de feromona para las diferentes etapas del ciclo de cultivo, que varian desde
4,84 ng/m? hasta 42,20 ng/m? (Gavara et al., 2020). En cultivo de arroz (Oryza sativa L.) se
ha obtenido que concentraciones de aproximadamente 1,60 ng/m? son capaces de interferir
en el vuelo del barrenador del arroz (Chilo suppressalis (Walker) (Lepidoptera: Crambidae)
(Gavara et al., 2021). La concentracién media cuantificada en el presente Trabajo ha sido de
3,2 ng/m?® para la feromona de T. absoluta en el interior de un invernadero, valor que se
encuentra en el mismo rango de los arriba descritos. Sin embargo, este valor ha sido
inesperadamente bajo considerando los que se llegaron a cuantificar para L. botrana en
campo abierto. No obstante, el valor aqui determinado puede encontrarse en el rango eficaz
para producir confusiéon sexual en lepidépteros, lo que no se ha podido confirmar debido a
que otros factores, como la intrusion de plaga desde zonas colindantes, han podido influir en

la eficacia del tratamiento.

La finalidad de determinar la concentracién de feromona en aire es optimizar el uso de la
feromona, tanto en su forma de aplicacion como en su cantidad, para conseguir tratamientos
sostenibles que sean competitivos con la rentabilidad del cultivo. Son necesarios mas estudios
de este tipo, en distintas condiciones de cultivo y con distintas condiciones del tratamiento de
confusién sexual (e.g. distintas densidades de emisores) para determinar la concentracion de
feromonas eficaz. También, se requiere de investigacion para intentar reducir los costes que
supone la sintesis de feromona. Todo ello implicaria la obtencién de conclusiones mas
consistentes que permitiesen aumentar el uso de semioquimicos como herramienta en el
control de plagas y, por tanto, hacer del método de confusion sexual un método altamente

eficaz y rentable que permitiese a los agricultores el uso de esta técnica.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente Trabajo de Fin de Méaster se obtienen

las siguientes conclusiones:

1. El control de T. absoluta en invernadero de tomate mediante una estrategia integrada
que incluye la confusion sexual es favorable en lo que a frutos dafiados se refiere, ya que se
ha conseguido una reducciéon del 60% con respecto al control.

2. Elnivel de control de T. absoluta en invernadero esta muy influenciado por el grado de
aislamiento de la estructura.

3. La cinética de emision de feromona sexual por parte de los emisores TUTATEC es
sustancialmente constante con una velocidad media de 1,1 mg/dia.

4. La metodologia empleada para la captacibn de volatiles en aire ambiente y
cuantificacién de la concentracion de feromona ha permitido, por primera vez, conocer la
concentracion de feromona sexual de T. absoluta durante un tratamiento de confusién sexual
en cultivo de invernadero.

5. La concentracion media de feromona de T. absoluta obtenida mediante el tratamiento
de confusién sexual empleado (300 difusores TUTATEC por ha) ha sido de 3,2 ng/m?.

6. No se han podido correlacionar las concentraciones de feromona en aire (ng/m?) con
la eficacia del tratamiento (dada como indice de inhibicion de capturas). Esto ha sido debido
a que otros factores han estado afectando a la eficacia de la técnica, por lo que se demuestra
gue la estrategia de manejo integrado resulta fundamental para la obtencion de resultados

Optimos.
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