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A practical rearing method for Lobesia botrana Den. & Schiff. (Lepidoptera: Tor-
tricidae) under laboratory conditions

messssssssm  ABSTRACT. Lobesia botrana Den. & Schiff. is a quarantine pest in Argentina. It was
recorded in Maipu, Mendoza, in 2010. The aim of this study was the mass produc-
tion of L. botrana, setting up the duration of each stage and the mortality rate. The
insect rearing was developed in a chamber at 25 + 5 °C, 30 - 50% RH, and 16:
8 (L:D) photoperiod. Under the experimental conditions, the European grapevine
moths’ cycle, lasted from egg to adult death 31.27 + 2.36 days. The incubation
period was 2.82 + 0.14 days; the larval stage lasted 13.63 + 1.37 days. The pupal
stage lasted 6.57 + 0.22 days and the adults survived for 8.25 + 0.64 days. The
mortality egg stage was 37%, followed by the larval stage 1 with 26.30%. The other
stages showed a mortality rate of less than 2.5%. Under the described conditions,
the moth mass-rearing is possible. The method allows to obtain all stages. The tech-
nique used makes the rearing procedures less expensive and less time-consuming.
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s RESUMEN. Lobesia botrana Den. & Schiff. es plaga cuarentenaria de la Argentina.
En el afio 2010 se registrd su aparicion en Maipu, Mendoza. El estudio describe la
técnica de cria de L. botrana sobre una dieta artificial. El objetivo fue producir de
manera continua ejemplares de L. botrana, determinar la duracién de cada etapa
de desarrollo y el porcentaje de mortalidad de los estados del insecto. La cria se
desarrollé en una camara, con fotoperiodo 16:8 (L: O), 25 + 5 °C de temperatura
y humedad entre 30 - 50%. El ciclo de la polilla europea, bajo las condiciones del
insectario, tuvo una duracion de huevo hasta la muerte del adulto de 31,27 + 2,36
dias. El periodo de incubacién de huevos fue 2,82 + 0,14 dias; el estado larval durd
13,63 + 1,37 dias. El estado pupal durd 6,57 + 0,22 dias y los adultos sobrevivieron
8,25 + 0,64 dias. La mortalidad de los huevos fue del 37%, seguida por la del esta-
dio larval 1 con 26,30%. Los estadios restantes presentaron una mortalidad menor
al 2,5%. Con las condiciones descriptas, es posible la cria en masa de L. botrana.
El método permite obtener todos los estados, con conocimiento de la edad de los
ejemplares y un minimo de gasto de material y mano de obra.

PALABRAS CLAVE. Cria artificial. Plaga cuarentenaria. Vid.

INTRODUCCION tina. En febrero de 2010 fue declarada su pre-

sencia en el departamento de Maipu, Mendoza
Lobesia botrana Den. & Schiff. “polilla del ra- ~ (SENASA, 2010). Debido al desconocimiento
cimo” es una plaga cuarentenaria de la Argen-  de su comportamiento, fue necesario realizar
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estudios biolégicos y bioensayos de la plaga en
condiciones de laboratorio, por lo cual se tuvo
que poner a punto un método de cria practico,
con el menor manipuleo de los insectos y por
ende, el uso minimo de mano de obra.

Varios Tortricidae fueron criados en laborato-
rio en condiciones controladas de temperatura
entre 18 °C - 24 °C, humedad relativa entre 60%
y 70% vy fotoperiodo de 16:8 h L:O tales como
Grapholita molesta (Busk) (Ivaldi Sender, 1974),
Cydia pomonella (Linnaeus) (Dickson et al., 1952)
y Epiphyas postvittana (Walker) (Pritam Singh,
1974). En la Argentina, Marin et al. (2006) cria-
ron en laboratorio G. molesta para la realizacion
de estudios bioetoecoldgicos. Turica (1951) crid
C. pomonella sobre brotes de duraznero y sobre
manzanas para obtener datos bioecologicos
de la zona del Delta del Parana. Laumann et al.
(2000) pusieron a punto la cria de C. pomonella,
a fin de evaluar en laboratorio a Goniozus legneri
(Gordh) como controlador bioldgico. Aybar et al.
(2011) criaron a Mastrus ridibundus (Gravenhorst)
sobre larvas de C. pomonella para incorporarlo
en un programa de manejo Integrado de plagas
del nogal. Tortosa et al. (2014) evaluaron la efica-
cia de Trichogramma cacoeciae (Marchal) como
parasitoide de huevo de Cydia sp.

Para la realizacion de diferentes bioensayos
de control, o estudios bioecolégicos se requiere
un método de cria eficiente que proporcione in-
sectos sanos, vigorosos y de manera sostenida
en el tiempo. La bibliografia sefiala diferentes
métodos, aunque muchos de los utilizados
hasta el momento emplean sustratos de origen
vegetal que no se encuentran disponibles a lo
largo del afio (Leonard & Doane, 1966).

Para el caso particular de L. botrana, se lleva-
ron a cabo crias en diferentes ciudades euro-
peas como Valencia (Coscolla, 1981; Coscolla et
al., 1986), Burdeos (Stockel et al., 1989), Roma
(Rapagnani et al., 1989) y Thessaloniki (Savo-
poulou-Soultani & Stavridis, 1998) en las que, los
autores mencionados realizaron crias de labora-
torio sobre sustancias naturales. Rapagnani et
al. (1989) mencionaron que las dietas utilizadas
hasta ese momento eran a base de racimos flo-
rales, uvas y hojas de vid. Este material es labil,
de dificil manejo y presenta el inconveniente de
que no se encuentra disponible durante todo el
afio. Otros autores han logrado sustituir la vid
por otras plantas. Roehrich (1967) cri¢ larvas
de L. botrana sobre hojas de ligustro, lechuga,

coles y manzana. Las hojas posibilitaron una
buena instalacion de las larvas neonatas y las
manzanas permitieron completar exitosamente
el ciclo sin tener que ser renovadas. Luego
Maison & Pergade (1967) pusieron a punto la
técnica de cria sobre manzana, método utiliza-
do posteriormente por Touzeau & Vonderheyd
(1968) cuando desarrollaron las primeras tram-
pas de feromona.

Posteriormente, se comenzaron a buscar sus-
tratos alimenticios alternativos a los racimos, que
hasta ese momento resultaban I&biles y que te-
nian que ser reemplazados en el transcurso del
desarrollo larvario, ademas de no estar disponi-
bles en todas las épocas del afio. Moreau (1965)
desarrolld este insecto sobre una dieta semisin-
tética, utilizando hojas de vid, finamente tritu-
radas y levadura de cerveza. Guennelon et al.
(1970, 1975) y Tzanakakis & Savopoulou (1973)
perfeccionaron una técnica de cria en medios
artificiales gelificados para la cria de L. botrana,
lo que representa un notable avance. Thiéry &
Moreau (2005) compararon el desempefio de las
larvas de L. botrana alimentadas sobre una dieta
semisintética y hospedantes alternativos.

En el presente trabajo se describe la técnica
de cria masiva de L. botrana, sobre una dieta
artificial. Los ejemplares obtenidos sirven de
material de base para diversas lineas de inves-
tigacion que se llevan a cabo en la Estacion Ex-
perimental Agropecuaria Mendoza del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (EEA Mza
INTA), las que requieren grandes cantidades de
insectos de alta calidad, asi como también, de
sexoy edad conocida. El objetivo de este traba-
jo es producir de manera continua ejemplares
de L. botrana en calidad y cantidad adecuadas
para la ejecucion de estudios bioecolégicos y
ensayos biologicos, determinar la duracion de
cada etapa de desarrollo del insecto y el por-
centaje de mortalidad de cada estado.

MATERIALES Y METODOS

Pie de cria

Durante la temporada 2010-2011 se estable-
ci6 el pie de cria a partir del material recolecta-
do del area viticola de la localidad de Cruz de
Piedra (33°01'562"S; 68°46'34"0), Maipu, pro-
vincia de Mendoza. Se tomaron racimos infes-
tados con ejemplares de L. botrana de diferen-
tes estados, los cuales se llevaron al laboratorio
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para que continuaran con su desarrollo y des-
cartar asi enfermedades o parasitismo. La cria
se desarrollé en una camara, bajo condiciones
controladas de luz, con fotoperiodo 16:8 (L: O),
25 + 5 °C de temperatura y entre 30-50% HR,
caracteristicas de la zona.

La dieta que se utilizé en este estudio fue un
desarrollo de Ferreira et al. (2003). En un recipien-
te apto para someter al calor se diluyé 10 g de
agar en agua fria. Se calenté la mezcla hasta la
ebullicion, se retird del fuego. Se agregoé 3,20 g
de acido ascorbico, 1 g de acido benzoico, 0,75 g
de estreptomicina, 0,075 g de fumagilina, 31 g de
germen de trigo, 32,50 g de harina de maiz, 32,50
g de levadura de cerveza y 1 g de metil hidroxy-
benzoato. Se mezclé con batidora eléctrica. Al fi-
nal se incorporé el aceite de maiz, el alcohol etilico
y el carbendazim 5% SC (C,H,N,0,). El preparado
obtenido se colocé en caliente en recipientes de
plastico de 30 cm x 20 cm x 5 cm provistos de
tapa hermética destinados a la cria, previamente
esterilizados con alcohol 90°. Los mismos se con-
servaron refrigerados a una temperatura de apro-
ximadamente 10 °C hasta su uso.

Procedimiento de cria

Etapa adulto:

Los adultos de L. botrana se colocaron en la
camara de reproduccion, que consistié en una bo-
tella de 2000 ml de PVC, provista de un bebedero
con una solucién de acido ascoérbico 5% como
fuente de alimentacion. Ahf se verifico la copula y
el plastico fue el sitio de oviposicion (Fig. 1a).

Etapa de huevo - larva:

La botella con las posturas debié ser desin-
fectada. Se realizaron dos enjuagues con una
solucién de 500 ml de agua corriente y 12 cm?®
de hipoclorito de sodio, luego se enjuagd con
agua corriente. Se realizé la inmersion durante
1 minuto en una solucién de 500 cm® de agua
corriente, 1 g de estreptomicinay 1 g de fuma-
gilina. Se dej6 secar al aire. Luego se recortd
el PVC que contenia huevos. Se incrustaron
los trozos de plastico sobre la dieta artificial.
Previamente se realizé un reticulado sobre la
superficie de la dieta, a fin de que las larvas
emergentes se desplazaran hasta ubicarse en
estas hendiduras. Las larvas permanecieron alli
desde la eclosion de huevos y hasta completar
su desarrollo larvario. (Fig. 1b).

Etapa de pupa — adulto:
Una vez alcanzado el estado de pupa, se ex-
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Fig. 1. a: Camara de reproduccion: botella de PVC, sitio
de copula y oviposiciéon con bebedero.

b: Recipiente con dieta artificial que contiene trozos de
PVC con huevos de L. botrana. Las larvas emergentes se
desplazan para alimentarse.

trajeron las crisalidas y se transfirieron a un re-
cipiente esterilizado con alcohol 90° de 4 cm de
diametro por 4 cm de alto con tapa hermética,
sin ningun soporte. Alli emergieron los adultos,
quienes inician el ciclo nuevamente.

Duracién del ciclo y porcentaje de mortali-
dad de L. botrana

Se trabajoé con 5 réplicas de 50 huevos de 24 h
de edad. Cada postura se colocd individualmente
en un recipiente esterilizado con alcohol 90° de 4
cm de diametro por 4 cm de alto, con tapa hermé-
tica provisto de dieta artificial (Fig. 2a). Se realizé
la observacién y el registro diario a fin de determi-
nar la duracion media de cada fase de desarrollo.
Se determind el momento de eclosion de los hue-
vos, la duracion de cada fase larvaria, tomando-
se como criterio la pérdida de la capsula cefélica
para determinar la muda. Se verificé el momento
de formacién de las pupas, las que se extrajeron
de la dieta y se colocaron individualmente en tu-
bos de vidrio de 15 cmy 1 cm de diametro cubier-
to con un tapoén de algodon (Fig. 2b). El porcen-
taje de mortalidad de los huevos se calculd con-
siderando el numero de larvas de primer estadio
emergidas del total de huevos de cada réplica. La
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Fig. 2. a: Recipiente con dieta artificial y trozo de PVC con postura; b: Tubo con pupa.

mortalidad de cada estadio larval se determind
tomando el numero de larvas de determinado es-
tadio respecto del anterior para cada cohorte. La
mortalidad de las pupas se establecié teniendo en
cuenta el numero de adultos obtenidos en relacion
al numero de pupas formadas en cada réplica. Se
registré el momento de emergencia y muerte de
los adultos para el célculo de la longevidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla | expone la duraciéon de cada fase
de desarrollo y los porcentajes de mortalidad
de L. botrana obtenidos en las condiciones del
insectario y con la dieta descrita.

Los resultados muestran que la duracion me-
dia del ciclo de vida fue de 31,27 + 2,34 dias,

Tabla I. Duraciéon media en dias (z error estan-
dar) y porcentaje de mortalidad de los estados y
estadios de L. botrana en laboratorio a 25 + 5 °C,
16:8 (L: O) y 30-50% HR.

Estados / Duracion % Mortalidad
Estadios media en dias  (* error estandar)
del insecto (= error estandar)
Huevo 2,82 (0,14) 37 (4,3)
Larva 1 11 (0,19) 26,34 (4,6)
Larva 2 2,33(0,19) 25(1,2)
Larva 3 3,00 (0,35) 1,2(1,1)
Larva 4 11(0,25) 1,2(0,5)
Larva 5 3,08 (0,37) 1,2(1,1)
Pupa 6,57 (0,22) 1,2(1,1)
Adulto 8,25 (0,63) 1,2(1,1)

lo que difiere con lo observado por otros auto-
res. Coscolla (1981) determiné en ejemplares
alimentados sobre botones florales y racimos de
vid que la duracion media del ciclo de vida fue
de 40 — 54 dias. Savopoulou-Soultani & Stavridis
(1998) comprobaron que larvas alimentadas so-
bre flores prolongaron esta fase durante 30 dias.
Thiéry & Moreau (2005) verificaron que ejempla-
res de L. botrana mantenidas sobre dieta se-
miartificial completaron su ciclo en 45,76 dias.

El estado de huevo junto al estadio larval 1
de L. botrana presentan una elevada morta-
lidad, la cual desciende drasticamente en los
estados subsiguientes (Tabla I). Esto coincide
con lo observado por Guennelon et al. (1970),
quienes determinaron que la mortalidad del es-
tado de huevo ascendi¢ al 87,9%, seguida por
los primeros estadios larvales (35%). En tanto
que Savopoulou-Soultani & Stavridis (1998) en
Su ensayo registraron una mortalidad larval del
70%. Thiéry & Moreau (2005) observaron que la
mortalidad de los huevos fue del 18,1%, y la del
estado larval del 30%.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la metodologia
aplicada se ajustd a los objetivos propuestos,
por lo tanto, la técnica de cria descrita en este
trabajo, se considera adecuada para la produc-
cion masiva de L. boirana, siendo capaz de
mantener el vigor adecuado de la colonia, la
supervivencia del insecto, la reproduccion vy el
comportamiento normal. Se logrd la obtencion
de insectos sanos y con una produccion sos-
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tenida a lo largo del tiempo, requisito deseable
para disponer de ellos en programas de inves-
tigacion. Este método permite mantener la co-
lonia de insectos desde larvas neonatas hasta
el estado pupal, sin necesidad de cambiar de
recipiente, ni reponer la dieta, evitando la ma-
nipulaciéon de los ejemplares y reduciendo los
riesgos de contaminacién. Por lo tanto, puede
concluirse que con las condiciones expuestas
en el presente trabajo, es posible la cria en labo-
ratorio de L. botrana con fines de investigacion.

Ajustada la cria de L. botrana, resta esta-
blecer los parametros biolégicos de la plaga, a
partir de tablas de vida desarrolladas en labo-
ratorio, herramienta basica para elaborar estra-
tegias de control.
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