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Resumen

Este trabajo se centra en optimizar la liberacion de la feromona de Megaplatypus mutatus
(Chapuis, 1865). En 2019 se detectd su presencia de forma masiva en Uruguay, con
evidencias de dafios causados por la plaga en tableros contrachapados de Eucalyptus spp.
en la industria de manufactura del norte del pais. La necesidad de desarrollar herramientas
que contribuyan a una solucion rapida y efectiva para esta problematica fue el impulso
detrés de este estudio. Se desarrollaron dispensadores monoliticos con feromonas en
proporciones de hasta 2 % m/m para monitoreo y 20 % m/m para disrupcion sexual para
M. mutatus en plantaciones de Eucalyptus spp. Se evalud la velocidad de liberacion y el
patron de difusion diario de cada componente para seleccionar los dispositivos mas
eficientes en ensayos de campo. Los experimentos se realizaron en plantaciones de la
empresa LUMIN en la temporada 2021, utilizando trampas de panel cruzado. Se
compararon cinco tratamientos (T1-T5) con distintas proporciones de los componentes
de la feromona. El tratamiento T3 result6 ser el mas eficaz para atraer individuos durante
el monitoreo. Este tratamiento consiste en una mezcla de sulcatol, sulcatona y 3-pentanol
en una proporcién de 2:1:0.5 respectivamente, el cual también demostré una reduccion
del 71 % en el dafio al aplicarse en dosis de disrupcion sexual. Con el objetivo de mejorar
la durabilidad y resistencia térmica de los dispensadores, se disefiaron formulaciones
optimizadas basadas en T3. Se probaron tres metodologias para la incorporacion de la
feromona: introduccién directa a la matriz polimérica, encapsulacion previa en
emulsiones y adsorcidon en zeolita antes de su incorporacion en la matriz. Los resultados
mas prometedores se obtuvieron con la tercera metodologia, aunque se debe profundizar
en estudios adicionales para optimizar el disefio del dispensador. Ademas, se
desarrollaron formulaciones en forma de fluidos asperjables para la aplicacién en grandes
areas mediante pulverizacién aérea o terrestre. Se concluyé que las propiedades
fisicoquimicas de la matriz utilizada juegan un papel determinante en la liberacién

controlada de la feromona.



Abstract

This study focuses on optimizing pheromone release in Megaplatypus mutatus (Chapuis,
1865). In 2019, its massive presence was detected in Uruguay, with evidence of damage
caused by the pest in plywood boards of Eucalyptus spp. in the manufacturing industry
of the northern region of the country. The need to develop tools that contribute to a quick
and effective solution to this issue was the driving force behind this study. Monolithic
dispensers with pheromones were developed in proportions of up to 2% w/w for
monitoring and 20% w/w for sexual disruption of M. mutatus in Eucalyptus spp.
plantations. The release rate and daily diffusion pattern of each component were evaluated
to select the most efficient devices in field trials. The experiments were carried out in
plantations of the LUMIN company during the 2021 season, using cross-shaped
transparent traps. Five treatments (T1-T5), each featuring different proportions of the
pheromone components, were compared. The T3 treatment proved to be the most
effective in attracting individuals during monitoring. This treatment consists of a blend
of sulcatol, sulcatone, and 3-pentanol in a ratio of 2:1:0.5, respectively, which also

demonstrated a 71 % reduction in damage when applied in sexual disruption doses.

With the aim of improving the durability and thermal resistance of the dispensers,
optimized formulations based on T3 were designed. Three methodologies for
incorporating the pheromone were tested: direct introduction into the polymer matrix,
prior encapsulation in emulsions, and adsorption onto zeolite before incorporation into
the matrix. The most promising results were obtained with the third methodology,
although further studies are needed to optimize the dispenser design. Additionally,
formulations in the form of sprayable liquids were developed for application in large areas
through aerial or ground spraying. It was concluded that the physicochemical properties

of the matrix used play a decisive role in the controlled release of the pheromone.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1.EIl sector forestal en Uruguay

La demanda mundial por materia prima para la construccién, pulpa y papel, asi como
otros usos de la madera, incrementaron la plantacion de bosques con especies de rapido
crecimiento. Como respuesta a esta demanda, y con el incentivo de la ley forestal
orientada al desarrollo del sector, en Uruguay se generd un gran crecimiento de la

superficie ocupada con forestacion comercial.

La Ley Forestal N° 15.939, promulgada en 1987, adquirié un verdadero carécter de
politica de estado por su papel rector en el desarrollo del sector forestal y en la economia
nacional, transformando la matriz productiva del pais (Uruguay, 1987). El sector forestal
en Uruguay es una parte clave de la economia del pais, especialmente en términos de

exportaciones y desarrollo sostenible.

Uruguay tiene una superficie de mas de 1 millon de hectéareas plantadas con especies
forestales comerciales. El 70 % de estas plantaciones son de eucalipto y el 30 % restante
son pinos, especies predominantes para la produccion de pulpa de papel, madera aserrada

y energia renovable.

Otra caracteristica importante del sector forestal es la certificacion de calidad mediante
organismos internacionales que, al ser un requisito para ingresar a mercados
internacionales, condiciona el manejo de plagas a sistemas sostenibles
medioambientalmente (FSC, 2016). Esto garantiza no solamente un manejo cuidado
considerando recursos naturales implicados, sino que tiene en cuenta que no se

introduzcan plagas exoticas a paises que no las poseen en productos importados.

1.2. Megaplatypus mutatus

En 2019 se constato la presencia masiva de M. mutatus en Uruguay, evidenciada por el
dafio producido en tableros contrachapados de Eucalyptus spp. en la industria
manufacturera del norte del pais. La necesidad de proporcionar herramientas para

solucionar esta problemaética en tiempo real impulso el desarrollo de este trabajo.



Megaplatypus mutatus (PLTPMU)

2025-03-18
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Figura 1. Distribucion mundial de M. mutatus (Fuente: EPPO Global Database, 2025). PLTPMU datasheet.
Recuperado el 18 de marzo de 2025 de https://qd.eppo.int/taxon/PLTPMU/datasheet)

O Present @ Transient

Este coledptero xil6fago (Curculionidae: Platypodinae) es nativo de Sudamérica (Wood,
1993) y fue detectado por primera vez en Europa en 2001 (Allegro & Della Beffa, 2001)
(Figura 1). Se esta configurando como una de las plagas forestales mas relevantes a nivel
nacional, afectando tanto a plantaciones como a bosques silvestres, y esta asociada al

complejo de hongos Ambrosia, identificado como Raffaelea santoroi (Funes et al., 2009).

Es un insecto polifago de 8 mm de longitud que afecta diversas especies frutales y
forestales. Su ciclo de vida es anual: los adultos emergentes abandonan las galerias donde
se desarrollan como larvas para buscar pareja y nuevos arboles hospedantes, los cuales
deben tener una humedad de la madera superior al 50 %, factor principal que favorece la
vida del hongo vy, por lo tanto, la supervivencia del insecto. Este requisito, junto con un
diametro a la altura del pecho (DAP) superior a 18 cm, convierte a M. mutatus en una
plaga primaria que ataca arboles vigorosos en pie (Gatti et al., 2008). Las hembras se
diferencian de los machos por tener un cuerpo de color mas claro y los élitros de la cola

redondeados, mientras que en los machos esa zona es truncada (Figura 2).

Los huevos son oblongos, lisos, de entre 0.5 y 0.9 mm, y de color blanco brillante. Las
larvas no tienen patas, son blancas, de 1.5 a 4 mm de largo, alcanzando entre 9y 11 mm
en el ultimo estadio, en el cual se tornan color blanco acaramelado. La pupa es libre y

posee entre 7.5 a 9.2 mm de largo.


https://gd.eppo.int/taxon/PLTPMU/datasheet
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Figura 2. Adultos de M. mutatus. a) Hembra vista dorsal b) Hembra vista ventral c) Macho vista dorsal d)
Macho vista ventral. Fotos 2a, 2b y 2d: Herndn Funes. Foto 2c: Dr. Gianni Allegro.

La protandria, entendida como la emergencia anticipada de los machos respecto a las
hembras, cumple un rol clave en la dinamica de colonizacién de M. mutatus. En esta
especie, los machos son los primeros en localizar y colonizar nuevos hospedadores,
iniciando la excavacion del tunel fundador y emitiendo feromonas de agregacion que
facilitan la atraccion de las hembras. Este comportamiento no solo optimiza el encuentro
entre sexos, sino que también favorece el establecimiento exitoso de la colonia (Ceriani
etal., 2022).

Al inspeccionar el tronco de un arbol atacado, se descubre en la corteza un pequefio
orificio circular de aproximadamente 2,5 mm de diametro, por donde sale abundante
aserrin. Interiormente, se observa un sistema de galerias cilindricas, de diametro algo
mayor al de los insectos adultos, que se desarrollan en forma paralela a la superficie del
tronco en un plano horizontal (Birch, 1974). Se comunican entre si y desembocan en la
galeria de entrada, que tiene una direccién radial y termina en el orificio localizado en la
corteza, siendo esta la Unica comunicacion de la vivienda con el exterior (Karlson &
Lischen, 1959). Perpendicularmente a este plano de galerias, por encimay por debajo del
mismo, se observan galerias de aproximadamente 1 cm de largo y 2,5 mm de ancho,
dispuestas en grupos, paralelas entre si y al eje del arbol. Estas estructuras corresponden
a camaras pupales, generadas o acondicionadas individualmente por cada larva en su
estadio final (Figura 3). Este tipo de galerias constituyen las camaras pupales. Este

sistema de galerias esta asociado a la presencia de hongos simbiontes, fundamentales para



la nutricion de la especie, caracteristica tipica de los escarabajos ambrosiales (Ceriani et
al., 2022).
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Figura 3. Dafio ocasionado por M. mutatus en plantacion de Eucalyptus spp: en a) detalle de dafio en
drbol quebrado; b) galerias en drbol quebrado; c) drbol debilitado por ataque y quebrado por el viento.
Fotos: LUMIN.
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Este insecto provoca una gran pérdida de calidad de la madera debido a las galerias que
construye dentro del &rbol, sumado a manchas ocasionadas por los hongos asociados a su
desarrollo. La consecuencia directa de estas galerias son perforaciones producidas en el
arbol infectado, que reducen las propiedades mecanicas y fisicas consideradas dptimas
para soportar el peso y los componentes de una vivienda, asi como la estética de la
madera. Entre los efectos negativos de la presencia de este insecto en los arboles, se
destaca la reduccion en los volumenes aprovechables de madera, debido a la fractura de
los fustes a la altura de las galerias, especialmente cuando son sometidos a la accién del
viento, lo que afecta la calidad final de la madera. Ademas, se advierten inconvenientes
en el aprovechamiento mediante cosecha mecanica debido a los planos de debilidad
generados en los fustes aumentando significativamente los costos de produccion.
Asimismo, al dafio generado por las galerias se agrega la proliferacion del hongo en el
lefio, y por eso este insecto restringe el uso de la madera en la fabricacion de productos
de mayor valor agregado (Funes et al., 2011, 2013; Gonzalez-Audino et al, 2005).

Otro factor relevante es el rol que cumple en la instalacion de otras especies del complejo
de escarabajos de corteza y de ambrosia debido al debilitamiento de ejemplares vigorosos,
los cuales serdn mas susceptibles al ataque de plagas secundarias asociadas (Rainho et
al., 2021).



Dada la incidencia actual de la plaga en plantaciones forestales del pais, su alto impacto
en la calidad de la madera y el rol fitosanitario que juega, surge la necesidad de resolver
esta problematica aportando herramientas que contribuyan al manejo integrado de la
plaga. Todo ello teniendo en cuenta que el ciclo de vida del adulto transcurre
mayoritariamente dentro del arbol, y la necesidad de que el método de control sea
ambientalmente sustentable, eficiente y de bajo costo: una alternativa interesante es el

uso de feromonas.

1.3. Ecologia quimica en el manejo de plagas

La ecologia quimica estudia sustancias emitidas por los organismos que regulan sus
interacciones con otros organismos. Estas sustancias son llamadas, en general,
semioquimicos, y cuando la interaccion ocurre entre individuos de una misma especie se
las denomina feromonas. Las feromonas incluyen un rango amplio de moléculas
organicas, que en su mayoria son compuestos volatiles de entre 5y 20 atomos de carbono,

con pesos moleculares entre los 80 y 300 g/mol.

Pueden ser clasificadas de acuerdo con el tipo de interaccion que regulan: asi, se pueden
encontrar feromonas sexuales, de agregacion, trazadoras, de alarma, disuasivas 0
feromonas que inducen cambios fisioldgicos permanentes. Las feromonas de tipo sexual
son las que poseen gran interés, ya que pueden ser utilizadas para modificar el
comportamiento de reproduccion entre individuos de una especie. Dada su especificidad,
son los candidatos ideales para lograr un control de plagas concreto y definido, alterando
el comportamiento reproductivo de la especie problema y consiguiendo, de esta manera,

una reduccion de las poblaciones de la generacion siguiente.

El uso de feromonas, cuando es posible, presenta claras ventajas frente a la utilizacion de
pesticidas. A la ya mencionada especificidad se le deben agregar: la seguridad laboral
para el trabajador rural, la alta efectividad, la obtencidn de productos libres de residuos
toxicos (en el caso de producciones agricolas), y la inocuidad ambiental por la sustitucién
de productos tdxicos (Anon, 2001; Barnes et al., 1992; Bartell, 1982; Birch, 1974).

El éxito en el uso de feromonas implica contar con un amplio conocimiento de diversos
aspectos de la biologia del insecto, tales como el nimero de generaciones anuales, la

duracion del ciclo de vida y su relacion con el clima. Por otro lado, es importante conocer



aspectos fenoldgicos del cultivo en relacion al ataque del insecto, asi como de la

formulacién adecuada a partir de sus componentes sintéticos.

Los beneficios en el uso de feromonas estan dados por sus caracteristicas de ser inocuas
para el medio ambiente y para otras especies no dianas, ser especie-especificas, lo que las
hace efectivas en bajas concentraciones, y muy sensibles, capaces de detectar presencia

de insectos en poblaciones bajas (Hegazi et al., 2007; Howse et al., 1998).

La feromona de M. mutatus es una mezcla de tres compuestos: 6-metil-5-hepten-2-ol
(sulcatol) y 6-metil-5-hepten-2-ona (sulcatona), emitidos por los machos, y 3-pentanol,
componente de origen microbiano (hongo simbionte) o derivado de la interaccién
insecto—hongo dentro de la galeria. (Figura 4) (Funes et al., 2013; Gonzalez-Audino et al,
2005).

Figura 4. Estructura de los componentes de la feromona de M. mutatus: sulcatol (izquierda), sulcatona
(centro) y 3-pentanol (derecha).

Existen diversos métodos para el uso de feromonas, y su eleccion dependera del objetivo
especifico. Segun el método seleccionado, variaran la dosis y la tasa de emisién de
feromonas desde el dispensador. Entre los métodos méas destacados se encuentran el

monitoreo de poblaciones, el trampeo masivo y la disrupcion del apareamiento.

Los sistemas de monitoreo mediante feromonas son herramientas Utiles para determinar
el momento 6ptimo para la aplicacion de insecticidas o liberacion de agentes de control
bioldgico, reduciendo significativamente el uso preventivo de estos y manteniendo las
poblaciones por debajo del umbral de dafio. Ademas, permiten verificar la efectividad de

las medidas de control después de su aplicacion (Anon, 2021; Cardé & Minks, 1995).

Este sistema consiste en dispensar un compuesto 0 mezcla de compuestos de origen
sintético que induce la misma respuesta que la feromona natural. La mezcla de
compuestos (feromona) se libera en dosis bajas, conocidas como tasa de monitoreo, que

imitan la emisién natural del insecto. Estas son colocadas en las trampas (especificas para



cada plaga), y son liberadas lentamente, con la finalidad de mapear la cantidad y
localizacion de la plaga en el terreno (Cork, 2008; Grasswitz, 2003).

Trabajos previos con los componentes sintéticos para M. mutatus en dlamos determinaron
que tasas de liberacion de 10+ 1 mg, 7 £ 1 mg y 30 £ 2 mg por dia para sulcatol, sulcatona
y 3-pentanol, respectivamente, fueron efectivas para la captura de insectos en trampas
con fines de monitoreo. En cuanto al disefio de las trampas, las que registraron mejores
resultados fueron las trampas de panel cruzado o interseccion de vuelo, de color

transparente (Funes et al., 2013; Gonzalez-Audino et al., 2005; Gonzalez-Audino et al.,
2012) (Figura 5).
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Figura 5. Trampas de panel cruzado utilizadas por LUMIN para Monitoreo: a) transparentes; b) oscuras

La disrupcion sexual, consiste en la colocacion de dispositivos de liberacién de feromonas
de altas dosis de liberacion, con el fin de inundar el ambiente con estos compuestos
volatiles. De esta forma, la sefial emitida por un sexo para atraer al otro queda camuflada,

impidiendo el encuentro sexual y, por lo tanto, la reproduccién de la especie.



Esto se traduce en una disminucion en el nivel poblacional de la siguiente generacion
(Karlson & Luschen, 1959; Mitchell, 1986). Los mecanismos especificos que resultan en

el éxito de la disrupcion sexual son diversos, e incluyen:

i) el camuflaje de la pluma de feromona natural en el ambiente, debido a las altas

concentraciones de feromona sintética;

i) la desensibilizacion o habituacién, producida por la exposicion continua a altas
concentraciones de feromona (fendmeno que ocurre a nivel del sistema nervioso

central);

iii) la adaptacion de los receptores sensoriales de las antenas del insecto receptor
(en el caso de M. mutatus, las hembras) debido a la estimulacién constante y
repetitiva; y

iv) el desbalance sensorial, que ocasiona una inhibicion de la respuesta de
orientacion debido a la alteracion de la proporcion natural de los componentes de

la feromona por la presencia de uno 0 mas componentes sintéticos.

Mientras estos mecanismos no implican una competencia con la feromona natural
(mecanismos no competitivos), se postula también que el seguimiento de pistas falsas por
parte de los machos, con el consiguiente agotamiento energético, podria ser un

mecanismo competitivo que contribuye a la eficacia del método (Witzgall, 2010).

La efectividad de la disrupcién sexual radica en que una proporcion sustancial de la
poblacién de machos no consiga copular a las hembras. Para ello, los dispensadores de
feromonas deben ser colocados considerando la liberacion de una tasa mayor que para el
caso de monitoreo poblacional. En esta metodologia no es necesario el uso de la
composicion exacta de la feromona, ya que el componente mayoritario o una mezcla

simplificada pueden alcanzar el efecto deseado (Bartell, 1982; Cardé & Minks, 1995).

En muchos sistemas de comunicacién quimica en insectos, las feromonas sexuales o de
agregacion estan compuestas por mezclas de varios compuestos en proporciones
especificas. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que el componente
mayoritario, 0 combinaciones simplificadas de estos compuestos, pueden ser suficientes
para inducir una respuesta comportamental significativa, especialmente en contextos de
monitoreo y control. En particular, en coledpteros xil6fagos, se ha observado que ciertos

componentes individuales pueden actuar como atrayentes efectivos, incluso en ausencia



de la mezcla de feromona completa, mientras que los componentes minoritarios cumplen

un rol modulador en la especificidad de la sefial (Hanks & Millar, 2016; Rice et al., 2020).

Aunque es una metodologia muy exitosa para algunas plagas, existen algunas desventajas
o desafios que deben considerarse. Entre ellos cabe destacar que el uso continuado de una
mezcla simplificada (diferente a la mezcla natural) puede perder efectividad, debido a la
adaptacion de los machos a encontrar a la hembra en presencia de mayores
concentraciones de uno o algunos de los componentes de la feromona (Barnes et al., 1992;
Cork, 2008; Funes et al., 2011).

No existen, hasta el momento, estudios con esta feromona aplicados a Eucalyptus spp. v,
por lo tanto, seria interesante evaluar esta estrategia como solucion al dafio que esta

generando esta plaga en la produccion forestal.

Debe tenerse en cuenta que la eficacia de estas mezclas feromonales depende de
variaciones espaciales y temporales en el campo, por lo tanto, los ensayos a campo
requieren disefios experimentales con replicacion entre parcelas, rotacion de tratamientos

y analisis estadistico que considere la variabilidad entre trampas.

1.4. Dispositivos de liberacion controlada de feromonas

Los dispensadores de liberacion controlada de feromonas son dispositivos utilizados en
el manejo de plagas para liberar, de forma lenta y continua, feromonas especificas. Estas
sustancias permiten atraer insectos plaga o alterar su comportamiento reproductivo, segln
la dosis y el modo de uso. Disefiados para una emision sostenida, los dispensadores
representan una alternativa segura y ecol6gica frente a los pesticidas quimicos
convencionales, constituyendo una herramienta importante en la gestion integrada de
plagas (Hubadillah et al., 2017; Kriiger & Tolmay, 2002).

En este estudio se hace foco en dispensadores monoliticos, constituidos por un material
solido (generalmente un polimero o cera) en el cual la feromona se encuentra dispersa o
disuelta. La liberacion controlada se produce por difusion gradual de la feromona a través
del material hacia el entorno, garantizando una exposicion prolongada y mejorando la

eficacia en el control de plagas.

La cinética de liberacion, incluida la velocidad de difusion, depende de propiedades

fisicas del compuesto (por ejemplo, su peso molecular) y de parametros del sistema, como



el area superficial, la geometria del dispositivo y la densidad de la barrera a atravesar. En
formulaciones donde el principio activo se encuentra disuelto o encapsulado en un
polimero, la superficie del dispensador actia como una barrera difusiva, por lo que la

estructura y la forma del dispositivo son determinantes.

Estos factores pueden controlarse durante la sintesis de la red polimérica, incluyendo el
tamarfio y la distribucién de poros. La formacidn de poros depende tanto de la metodologia
de sintesis como de la naturaleza del componente de relleno (Gregg & Sing, 1967; Tojo,
1985).

La tecnologia de liberacion controlada ha cobrado relevancia ante los riesgos de toxicidad
derivados de la sobreexposicion a sustancias farmacoldgicas y agrondmicas. En
agricultura, las aplicaciones convencionales suelen generar concentraciones iniciales
excesivas, con pérdidas innecesarias y toxicidad para especies no objetivo. Para mitigar
estos problemas se han desarrollado sistemas basados en la difusion a través de polimeros
y membranas sintéticas, que permiten una liberacion més uniforme y segura de farmacos,

fertilizantes, pesticidas y herbicidas.

En ecologia quimica, las formulaciones de liberacion controlada han permitido alcanzar
concentraciones dptimas de feromonas en el aire. Inicialmente se emplearon septos de
caucho, silicona y difusores pasivos en trampas cebadas. Si bien estos dispositivos son
econOmicos y practicos, presentan limitaciones en el control de las tasas de liberacion y

son sensibles a las variaciones de temperatura y tiempo.

Para mejorar la eficiencia de liberacion se han adoptado polimeros que permiten disefiar
dispositivos mas versatiles. Se han descrito tres tipos principales de sistemas poliméricos
para la liberacion controlada de feromonas (Howse et al., 1998):

i) Sistemas tipo reservorio: constan de una seccion de reserva, formada por materiales
impermeables (vidrio, aluminio, polietileno de alta densidad), y una seccion de difusion,
generalmente ld&minas de polietileno de baja densidad o silicona, a través de la cual el

compuesto difunde siguiendo un gradiente de concentracion.

ii) Sistemas con emisores de aerosol: incluyen reservorios programados electrénicamente
para liberar feromonas en forma de aerosol presurizado y formulaciones “spray”, donde
el compuesto activo se disuelve en una matriz liquida biodegradable. Estas formulaciones
suelen contener estabilizantes UV, antioxidantes y surfactantes para proteger el

semioquimico.
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iii) Sistemas de tipo matricial: el compuesto activo se distribuye de manera uniforme en
una matriz sélida polimérica. Dependiendo de su concentracion, puede encontrarse
disuelto o disperso. Las tasas de liberacion dependen del material y del disefio del
dispositivo, que puede adoptar formas de tubos de polietileno tipo twist tie (Isomate®),
sachets, viales, peliculas (CheckMate CM-XL®), espirales (NoMate CM®), septos de

caucho, formulaciones en cera y dispositivos en gel.

Estos sistemas ofrecen opciones ajustables para diversas aplicaciones, optimizando la
liberacion de feromonas y reduciendo impactos ambientales (Cork, 2008; Mitchell,
1986). Entre las dificultades asociadas se mencionan el mantenimiento de una tasa de
liberacion constante durante periodos prolongados, la necesidad de aplicar un nimero
suficiente de dispositivos dado su corto alcance, y la no biodegradabilidad de muchas de

las formulaciones actualmente disponibles.

En la Figura 6 se muestran ejemplos de dispensadores de feromonas disponibles
comercialmente, que ilustran la diversidad de sistemas utilizados en liberacion

controlada.

Figura 6. Dispensadores disponibles comercialmente en la actualidad: a) difusor tipo reservorio, b)
difusor twist tie, c) difusor en spray.

En sistemas matriciales o dispositivos monoliticos, la liberacidon del principio activo
puede modelarse mediante la segunda ley de Fick, que describe la difusién en funcion del
tiempo y del gradiente de concentracion. Sin embargo, en sistemas reales donde

concurren distintos fendmenos (difusion, hinchamiento, erosion), suelen emplearse
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modelos empiricos que describen mejor el comportamiento observado. Uno de los més
utilizados es el modelo de Korsmeyer-Peppas, basado en una forma potencial de la ley de
Fick:

M(t) = kt"

donde:

- M (t) es la cantidad de sustancia liberada en el tiempo t (masa acumulada)
- k es una constante cinética asociada con el sistema

- n es el exponente de difusion, que caracteriza el mecanismo de liberacion

Cabe destacar que el modelo de Korsmeyer—Peppas es valido principalmente para
describir la etapa inicial de liberacion del principio activo (Mt/Mw < 0,6). En
consecuencia, su aplicacion en este trabajo se limita a los primeros dias del ensayo,
periodo en el cual el mecanismo dominante de liberacion puede analizarse a través del

valor del exponente n.

En estos sistemas, la feromona se encuentra uniformemente distribuida en un soporte
polimérico sdlido. El principio activo puede hallarse disuelto en la matriz o disperso si su
concentracion excede el limite de solubilidad. En presencia de un gradiente de
concentracion, la difusion describe el flujo desde regiones de mayor concentracion hacia

regiones de menor concentracion, relajando el gradiente con el tiempo.
Los mecanismos de liberacion en sistemas matriciales se han clasificado en cuatro tipos:

i) Tipo I o fickiano: se presenta en matrices inertes donde un compuesto hidrosoluble esta
disperso en una fase insoluble. La velocidad de liberacidn decrece con el tiempo, debido
al aumento de la longitud del trayecto de difusion a medida que el frente del disolvente

avanza hacia el centro de la matriz.

ii) No fickiano (anémalo): la liberacion del principio activo esta controlada tanto por la
difusién como por el hinchamiento de la matriz. La cinética depende simultdneamente de

ambos fendbmenos.

iii) Caso IlI: la matriz se hincha al absorber humedad o interactuar con el medio,
empujando el compuesto hacia afuera a velocidad aproximadamente constante. La

liberacion no depende directamente del gradiente de concentracion.
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iv) Tipo supra IlI: el dispositivo presenta una capa superficial totalmente hidratada que
sufre erosion continua. En algunos casos, la liberacion del compuesto se aproxima a orden
cero si la velocidad de avance del frente de disolucion y la velocidad de erosion o

disolucién del polimero se compensan.

En muestras esféricas, el mecanismo puede inferirse a partir del valor de n: valores de
n < 0,43 indican difusion fickiana; valores entre 0,43 y 1,0 corresponden a transporte
no fickiano; un valor de n = 1 se asocia a liberacion de orden cero (Langer & Peppas,
1983; Ritger & Peppas, 1987).

Los sistemas monoliticos empleados en este trabajo constan de tres componentes
principales: matriz, feromonay relleno. La matriz, compuesta por polimeros, disuelve y/o
dispersa homogéneamente el agente activo; la liberacion esta controlada por difusion.
Siguiendo la configuracion propuesta por Tojo (1985) y adaptandola al caso de M.
mutatus, se considera esencial emplear un minimo de 50 % de matriz polimérica y un
maximo de 20 % de feromona, completando la formulacion con un componente de relleno

cuando es necesario.

La eleccion de los polimeros es fundamental, ya que deben responder a las propiedades
requeridas: la matriz, que actia como soporte, debe ser preferentemente biodegradable,
como las parafinas, el polietilenglicol (PEG) o las ceras naturales. Como materiales de
relleno se recomiendan particulas capaces de generar poros en la matriz (por ejemplo,
caolina) o materiales con canales en su estructura, como la zeolita (Breck, 1974; Garcia,
2002; Ha et al., 2013).

Esta tesis se enfocd en el estudio de sistemas del tipo matricial (monoliticos) y también
en formulaciones fluidas (emulsiones asperjables), debido a que estos permiten ajustar de
manera simple la carga y la tasa de liberacion de los compuestos activos, se pueden
producir con equipamiento basico disponible en laboratorio y presentan costos de

fabricacion compatibles con su aplicacion extensiva en plantaciones comerciales.

En particular, las formulaciones fluidas (emulsiones) se presentan como una alternativa
interesante de explorar para aplicaciones asperjables a gran escala, lo que podria resultar

operativamente mas simple y de menor costo.

Dado que los compuestos identificados como atrayentes principales de M. mutatus —
sulcatol, sulcatona y 3-pentanol— presentan volatilidades distintas y podrian interactuar

entre si o con la matriz de formulacion, se evaluaron tanto dispensadores individuales por
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componente como formulaciones unitarias que incorporan la mezcla completa. Esta
comparacion permite analizar si la co-formulacion altera la cinética de liberacion o la
estabilidad del sistema, asi como su efecto en la respuesta en campo. La evaluacion es
relevante porque no existen antecedentes publicados sobre el comportamiento de estas
formulaciones cuando los compuestos se incorporan simultdneamente en matrices

s6lidas.

Con el fin de comparar formulaciones y caracterizar el comportamiento inicial de los
dispensadores, se estimo una tasa de liberacion como la variacion de la masa liberada en
funcion del tiempo (Am/At) durante los primeros 15 dias de ensayo. Este periodo
representa la etapa inicial de liberacién, de especial relevancia para aplicaciones de
monitoreo y control de M. mutatus, y coincide con el enfoque utilizado por Gonzélez-
Audino et al, 2005 para sistemas feromonales similares. La tasa calculada no corresponde
a un coeficiente de difusion intrinseco, sino a una tasa experimental promedio, Util para

la comparacion entre formulaciones bajo condiciones controladas.

1.5. Objetivos e hipotesis de trabajo
Establecido el contexto del problema y las bases conceptuales del uso de feromonas y de
sistemas de liberacion controlada, los objetivos que guiaron la realizacién de esta tesis se

plantean a continuacion, junto con las hipotesis de trabajo asociadas.

Objetivo general

Desarrollar y evaluar formulaciones de la feromona de M. mutatus para su aplicacion en
el monitoreo y la disrupcién sexual de la plaga en plantaciones de Eucalyptus spp.,
mediante dispensadores monoliticos y formulaciones fluidas asperjables a escala de

campo.

Objetivos especificos

1) Formular, elaborar y caracterizar dispensadores monoliticos de la feromona
de M. mutatus, empleando matrices biodegradables y rellenos adecuados,
mediante la evaluacion de sus propiedades fisicoquimicas y de la cinética de

liberacion de los compuestos feromonales.

14



i) Evaluar la eficacia de la feromona de M. mutatus en dosis de monitoreo y de
disrupcion sexual mediante ensayos de campo en plantaciones de Eucalyptus
spp.

iii) Formular y elaborar formulaciones fluidas asperjables de la feromona de M.

mutatus para potenciales aplicaciones a gran escala.

Hipotesis de trabajo

En base al conocimiento previo de la feromona de M. mutatus en plantaciones de alamos
y al impacto creciente de la plaga en plantaciones de Eucalyptus spp. en Uruguay, se
plantean las siguientes hipotesis:

H1. El sulcatol, como componente principal de la feromona de M. mutatus, determina la
atraccion, y su combinacion con sulcatona y 3-pentanol en distintas proporciones modula
la magnitud de la respuesta, permitiendo maximizar las capturas en plantaciones de
Eucalyptus spp. bajo condiciones locales.

H2. Los dispensadores monoliticos formulados con matrices biodegradables y rellenos
apropiados permiten ajustar las tasas de emisién de la feromona a los rangos requeridos
para monitoreo y disrupcion sexual.

H3. La aplicacion de dispensadores monoliticos de alta carga feromonal en campo reduce
las capturas de hembras y la aparicién de nuevos orificios en troncos en parcelas tratadas,
en comparacion con parcelas control, evidenciando un efecto de disrupcion sexual.

H4. Las formulaciones fluidas asperjables de la feromona de M. mutatus presentan
estabilidad fisica y cinéticas de liberacion compatibles con su uso operativo a gran escala
en plantaciones de Eucalyptus spp.

Estas hipotesis se abordaran mediante una estrategia metodoldgica que integra la
formulacién y caracterizacion de dispositivos de liberacion controlada en laboratorio, la
evaluacion de tasas de emisién en condiciones controladas y la validacion de las

formulaciones mas promisorias en ensayos de campo.
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Capitulo 2. Metodologia experimental

2.1. Materiales y equipos

Los componentes de feromonas utilizados en este trabajo fueron 6-metil-5-hepten-2-ona
(Vigon International, East Stroudsburg, PA, EE. UU.), () sulcatol (6-metil-5-hepten-2-
ol) (Vigon International, East Stroudsburg, PA, EE. UU.) y 3-pentanol (Sigma-Aldrich,
Alemania). Los materiales empleados como matrices y rellenos incluyeron cera de
parafina (punto de fusion = 57 °C, Sigma-Aldrich, Alemania), polietilenglicol PEG 6000
(Merck, Alemania), cera de carnauba, cera de abejas (Serain Juarez S.A.), &cido estearico
(punto de fusion = 70 °C, Sigma-Aldrich, Alemania), caolina (Al.Si2Os(OH)s, Drogueria

Paysandu) y zeolita (Drogueria Paysandu, Uruguay).

Para la preparacion de emulsiones se utilizaron Tween 80 (Sigma-Aldrich, Alemania),
glicerol (Sigma-Aldrich, Alemania), lecitina de soja (Adicel, Brasil), Span 80 (Sigma-

Aldrich, Alemania) y vaselina liquida (Drogueria Paysandu, Uruguay).

El equipamiento utilizado incluyé un homogeneizador de alta velocidad Ultraturrax
XHF_DY, moldes de silicona de 3,0 y 4,5 cm de diametro con forma de semiesferas,
varillas de vidrio, vasos de Bohemia de 100 y 200 mL, freezer y heladera. La evaluacion
de la emisidon de feromonas se realiz6 mediante cromatografia de gases en un equipo
Shimadzu 2010 con columna OPTIMA-5-MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 um), acoplado a un
espectrometro de masas Shimadzu QP2010 Plus con ionizacion por impacto electronico
(70 eV).

2.2. Preparacion de dispensadores monoliticos

Todos los dispensadores monoliticos se elaboraron mediante un procedimiento general
adaptable a cada matriz y formulacion. En primer lugar, se fundi6 la matriz polimérica y
se incorporo el relleno inorganico seleccionado, con el fin de modular la estructura interna

del material y la tasa de liberacion.

Luego, la mezcla se retird de la plancha calefactora y se ajusto la temperatura a ~70 °C
para incorporar los componentes feromonales, de forma individual o como mezcla, segun

el objetivo del ensayo. Estos se disolvieron o dispersaron homogéneamente en la matriz.
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Finalmente, la mezcla se verti6 en moldes y se dejé solidificar bajo condiciones
controladas, obteniéndose los dispensadores utilizados en los ensayos de laboratorio y

campo.

Los % m/m utilizados en formulacion fueron seleccionados para aproximar las tasas de

liberacion (mg-dia™") reportadas en la literatura.

La formulacion fundida se vertio en moldes de silicona con forma de medias esferas de 3
cm de diametro y se dejé solidificar a —10 °C durante aproximadamente 30 minutos. Se
evaluaron distintas combinaciones de matriz y relleno, utilizando un méximo de 2 % m/m
de feromona para cebos de monitoreo y 20 % m/m para dispensadores de disrupcién
sexual. Las matrices empleadas fueron parafina (57 °C), PEG 6000 y acido esteérico (70
°C). El relleno utilizado fue caolina en proporciones entre 0 y 30 % m/m. La Figura 7
muestra el esquema general del proceso.
Matriz Relleno Fet(;ror?gnas

S - — e

L @ -

Mezcla en
moldes
previamente
aceitados

Solidifica en i
” freezer

&

Figura 7. Representacion de la metodologia empleada en la preparacion de dispensadores monoliticos

2.2.1. Evaluacién de la emision por gravimetria

Con el objetivo de evaluar el efecto de la matriz, la proporcion de caolina y la
concentracion del compuesto activo sobre la liberacion de la feromona, se disefiaron y
evaluaron diferentes formulaciones de dispensadores. En la Tabla 1 se presenta el detalle

de las formulaciones utilizadas.
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Tabla 1. Descripcion de los dispensadores evaluados

Formulacion Matriz % Caolina  Compuesto activo % Feromona
PEG-0-2 PEG 6000 0 Sulcatol 2
PEG-30-2 PEG 6000 30 Sulcatol 2

PEG-30-20 PEG 6000 30 Sulcatol 20
P-30-2 Parafina 30 Sulcatol 2
P-0-20 Parafina 0 Sulcatol 20
P-0-2 Parafina 0 Sulcatona 2
P-10-2 Parafina 10 Sulcatona 2
P-30-2 Parafina 30 Sulcatona

P-30-20 Parafina 30 Sulcatona 20
P-0-1 Parafina 0 3-Pentanol 1
P-0-2 Parafina 0 3-Pentanol

P-30-2 Parafina 30 3-Pentanol 2
P-0-20 Parafina 0 3-Pentanol 20

Para ello, los dispensadores se desmoldaron, se pesaron en balanza analitica y se
mantuvieron a 23 °C durante todo el periodo de monitoreo. Se realizaron tres réplicas por
formulacién, evaluadas hasta alcanzar peso constante. Paralelamente, se determiné la

pérdida de masa de los dispensadores control.

A partir de los perfiles de liberacion obtenidos, y considerando antecedentes
bibliogréaficos y tasas de referencia reportadas para sistemas de liberacion de feromonas,
se seleccionaron las formulaciones con desempefio méas adecuado para su evaluacion en
ensayos de campo. Se considerd al sulcatol como componente principal de la mezcla,
manteniéndose constante en todas las formulaciones, mientras que los demas

componentes se variaron siguiendo el enfoque de mezclas simplificadas.

Las formulaciones evaluadas fueron las siguientes:

e T1:2:1:0
e T2:1:1:0
e T3:2:1:05
e T4:1:1:05

e T5: Control (materiales inactivos, sin feromona)
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2.3. Ensayos de campo

Los ensayos de campo se realizaron en el predio El Naranjo 2, ubicado en la Ruta 5 km
428, propiedad de la empresa LUMIN. El predio presenta una plantacion de Eucalyptus
spp. con un 70 % de la superficie afectada por ataques de M. mutatus. Se seleccionaron
dos parcelas de 6 hectareas cada una para evaluar tanto las capturas en trampas cebadas
con feromonas en distintas formulaciones como el potencial de la disrupcion sexual como

estrategia de control.

En el ensayo de disrupcion sexual, una de las parcelas se asigné como control y la otra

recibio el tratamiento de disrupcion sexual.

2.3.1. Evaluacién de mezclas de componentes

Esta evaluacion se llevo a cabo entre el 16 de noviembre y el 7 de diciembre de 2021. Se
evaluaron cuatro mezclas feromonales de sulcatol:sulcatona:3-pentanol, definidas en
funcién de relaciones volumétricas definidas segun proporciones relativas entre sus
componentes; junto con un tratamiento control. En todos los tratamientos se mantuvo
constante la cantidad absoluta de sulcatol, utilizdndolo como compuesto de referencia,

mientras que se variaron las proporciones relativas de sulcatona y 3-pentanol.

La seleccion del sulcatol como componente de referencia se fundamento en antecedentes
bibliograficos que lo identifican como el principal componente de la feromona de M.
mutatus y determinante en la respuesta comportamental del insecto (Gonzalez-Audino et
al., 2005; Funes et al., 2013). Esta estrategia permitié asegurar una sefial feromonal base
comparable entre tratamientos y evaluar especificamente el efecto de la variacién en la

composicion relativa de la mezcla sobre las capturas.

Las formulaciones evaluadas fueron las siguientes:

e TI1:2:1:0
e T2:1:1:0
e T3:2:1:05
e T4:1:1:05

e T5: Control (materiales inactivos, sin feromona)
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Cada tratamiento se evaluo en cinco trampas por parcela, en dos parcelas (parcela | y
parcela Il), alcanzando un total de diez repeticiones por tratamiento. Se dispuso una
réplica por fila (cuatro tratamientos y un control), rotando semanalmente la posicion de
los tratamientos con el fin de compensar posibles efectos espaciales que pudieran influir

en las capturas y garantizar que las diferencias se atribuyeran a las mezclas atrayentes.

Este disefio experimental result6 en 25 trampas por parcela, todas equipadas con
dispensadores de monitoreo formulados con un méaximo de 2 % de feromona total,

excepto control T5 (Figura 8).

Bordes ‘ 30 m li

X X X X X
100 m‘

X X X X X

X X X X X

X X X X X

X X X X X

— —

T1 a T5: Asigno T1 al azar, luego ordeno T1 a T3

v cambio posicion en cada medida

Figura 8. Disefio de parcela de monitoreo en una extension de 6 ha. Cada cruz corresponde a una trampa
en la cual se coloca un juego de cebos. Los tratamientos T1 a T5 van rotando de lugar semanalmente,
segun direccidn de la fecha.

2.3.2. Evaluacién de disrupcién sexual

La informacion obtenida en el experimento anterior se utiliz6 para comparar las
poblaciones basales de ambas parcelas antes de aplicar el tratamiento de disrupcion
sexual. Para ello, se analizaron las capturas de hembras registradas en las dos parcelas
durante las tres fechas de monitoreo previas a la instalacion de los dispensadores de
disrupcion sexual. Se consideraron las capturas asociadas a todos los tratamientos
evaluados en la etapa previa, con el fin de establecer una linea de base representativa de

la poblacion de M. mutatus en cada parcela.
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Tras esta evaluacion preliminar, en diciembre se instald el tratamiento de disrupcién
sexual en la parcela I. Los dispensadores se prepararon utilizando la mezcla mas atractiva
identificada en el experimento de monitoreo (T3), incrementando la proporcién de
feromona hasta un 20 % m/m para su uso en disrupcién sexual. Se colocaron 40
dispensadores por hectérea, distribuidos homogéneamente, considerando que cada
“dispensador” correspondi6 en realidad a un conjunto de tres monolitos (uno por cada

componente de la feromona), siguiendo el procedimiento descrito en Funes et al. (2011).

Para evaluar el efecto del tratamiento, se analizaron las capturas en trampas de monitoreo
durante las dos fechas de muestreo posteriores a la instalacion. Se compararon las
capturas de hembras entre la parcela | (tratada) y la parcela 11 (control). En el analisis de
datos se consideraron tanto las capturas correspondientes a todas las formulaciones
atrayentes evaluadas previamente (excepto el control), como unicamente aquellas de los
tratamientos T3y T4, que fueron los mas atractivos en el experimento preliminar. En los
modelos estadisticos utilizados para analizar las capturas, los tratamientos T1 a T4 se

incorporaron como factores aleatorios.

Ademas, se evaluo el efecto del tratamiento sobre el dafio en troncos mediante el registro
de orificios activos e inactivos. Se consideraron orificios activos aquellos que presentaban
aserrin larval o adulto, mientras que los orificios cerrados se clasificaron como inactivos.
Se cuantificaron los nuevos orificios en 15 arboles por hectarea seleccionados al azar en
ambas parcelas, en tres momentos: (i) antes de la instalacion de los dos experimentos, (ii)
antes de la instalacion del tratamiento de disrupcién sexual y (iii) después de su

instalacion.

2.4. Preparacion de dispensadores mejorados

En base a los resultados obtenidos en los ensayos de campo, se disefiaron formulaciones
optimizadas con el objetivo de mejorar la durabilidad y la resistencia térmica de los
dispensadores. Como punto de partida, se tomé la formulacion T3, previamente

identificada como la de mejor desempefio en campo.

Se parti6 del procedimiento general de formulacion de dispensadores, modificandose el
tamano de los moldes de silicona, los cuales presentaban forma de semiesferas de 3,5 cm

de didmetro. Se evaluaron tres metodologias para la incorporacién de la feromona en la
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matriz polimérica: (i) incorporacion directa, (ii) encapsulacion previa en emulsiones y

(iii) adsorcion en zeolita seguida de su incorporacion en la matriz.

Dispensadores D.Campo

Se denomina D.Campo a las formulaciones en las cuales se incorporé feromona segun la
mezcla mas atractiva determinada en campo (2:1:0,5 para sulcatol, sulcatona y 3-
pentanol, respectivamente; descrito como T3 para éste estudio). Los dispensadores

formulados por separado para cada componente fueron:
- sulcatol en matriz de PEG 6000 con 30 % m/m de caolina,
- sulcatona en matriz de parafina (57 °C) con 30 % m/m de caolina,

- 3-pentanol en matriz de parafina (57 °C).

Dispensadores D.Emulsion

En esta variante, se empled la mezcla feromonal 6ptima determinada en campo. La
feromona se incorpord mediante una emulsion aceite-en-agua formada a partir de una
fase oleosa y una fase acuosa. La fase oleosa incluyé la mezcla feromonal en la
proporcion 2:1:0,5 (sulcatol:sulcatona:3-pentanol). La emulsion obtenida, con una
fraccion interna del 20 % v/v, se incorpor6 posteriormente en acido estearico siguiendo
el procedimiento general. De este modo, se obtuvo un Gnico dispositivo con los tres

compuestos feromonales encapsulados, denominado D.Emulsién.

Dispensadores D.3FJ

En los dispensadores de incorporacion directa (D.3FJ), los tres componentes de la
feromona en la proporcién 2:1:0,5 se afiadieron simultdneamente a una Unica matriz

siguiendo el procedimiento general de fusién, homogenizacion y moldeado.

Dispensadores D.Zeolita

Para los dispensadores D.Zeolita, la mezcla feromonal en proporcién 2:1:0,5 se dispersé

homogéneamente sobre zeolita, permitiendo su adsorcién en la estructura porosa del
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material. Posteriormente, se fundidé &cido estearico y, bajo agitacion constante, se
incorpord la mezcla de zeolita y feromona. El proceso continué mediante el moldeado y
solidificacion segun el procedimiento general, obteniéndose un Gnico dispensador con los

tres componentes de la feromona adsorbidas en zeolita.

La Figura 9 muestra el esquema correspondiente. Cabe sefialar que todas las matrices
seleccionadas (parafina, PEG, cera, acido esteérico) son biodegradables y compatibles

con el manejo silvicultural.
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previamente aceitados
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o

Figura 9. Representacion de la metodologia empleada en la preparacion de dispensadores monoliticos D.
Zeolita

2.4.1. Evaluacion de la emisién por cromatografia y caracterizacion fisicoquimica

La emision de feromonas de los dispensadores mejorados se analiz6 mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Para ello, los
dispensadores se retiraron del molde y se evaluaron en un tanel de viento a 25 °C, con

una velocidad de aire de 0,5-0,6 m-s™".

Los compuestos volatiles liberados fueron colectados mediante aireacién dindmica,
mediante el paso de una corriente de aire deshumidificado y filtrado (0,3 L-min™") a través

del sistema, y retenidos en pipetas Pasteur conteniendo 50 mg de HayeSep-Q (80/100),
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ubicadas en la salida del tanel de viento. Se realizaron tres réplicas por tipo de cebo, con

colectas de 4 h, repitiéndose cada 48 h durante 15 dias.

Los compuestos adsorbidos se eluyeron con 1 mL de hexano y las muestras se
almacenaron a —18 °C hasta su analisis. El analisis se llevo a cabo en un sistema GC-MS
(Shimadzu GC-2010 Plus) equipado con una columna Stabilwax (30 m x 0,32 mm, 0,5
pum), utilizando un programa de temperatura de 40 °C (1 min), seguido de incrementos
hasta 160 °C (10 °C-min", 12 min) y 220 °C (20 °C-min', 3 min), con inyeccion splitless
de 1 pL.

Las propiedades fisicoquimicas de los dispensadores seleccionados se estudiaron
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). El analisis se realiz6 en un
calorimetro Shimadzu DSC-60. Las mediciones se efectuaron entre 25 y 150 °C, con una
velocidad de calentamiento de 10 °C-min'. Una de las celdas del equipo contuvo la
muestra y la otra permanecio vacia como referencia. El calor suministrado se registro en
funcion de la temperatura o del tiempo, permitiendo identificar transiciones térmicas a
través de picos endotérmicos, valles exotérmicos o cambios de pendiente asociados a

transiciones vitreas.

También se realizaron estudios de difraccion de rayos X para caracterizar la matriz, el
relleno y los distintos dispensadores elaborados. Los difractogramas se obtuvieron con
un equipo Rigaku Miniflex 600-C, que opera en geometria 6—20 Bragg-Brentano. El
instrumento esta equipado con un generador de radiacion Cu Ka (A =1,5419 A), operando
a40 kV y 15 mA, y utiliza un detector D/tex Ultra2 1D. Las mediciones se realizaron en
modo barrido en el rango de 260 entre 3° y 60°, con un tamafio de paso de 0,02° y una

velocidad de 20° min!.

2.5. Preparacion de emulsiones

Los tres componentes de la feromona se incorporaron en la proporcion 2:1:0,5
(sulcatol:sulcatona:3-pentanol). Esta relacidn, identificada como T3, fue seleccionada en
funcién de los resultados del ensayo de campo descrito mas adelante. Se prepararon dos

emulsiones (Emulsion 1y Emulsion 2).

Emulsién 1
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Para preparar 100 mL de Emulsion 1, se combinaron 40 mL de una fase oleosa basada en

acido esteérico y 60 mL de una fase acuosa.
Preparacion de la fase acuosa:

La fase acuosa se preparé calentando 56,5 mL de agua destilada a 60 °C. Bajo agitacion

se adicionaron 1 mL de Tween 80 y 2,5 mL de glicerol hasta su completa disolucion.
Preparacion de la fase oleosa:

Para la fase oleosa se mezclaron 14,1 g de &cido esteérico y 4,45 g de lecitina de soja. La
mezcla se calentd a 120 °C hasta obtener una fase liquida homogénea. Posteriormente se
dejo enfriar hasta 60 °C, evitando su solidificacidn. A esta temperatura se incorpord la
feromona (20 mL), ya sea como mezcla T3 o como componentes individuales, obteniendo

una emulsién con 20 % v/v de fase interna.

En el caso de la mezcla T3, se utilizaron 10,9 mL de sulcatol, 5,1 mL de sulcatona y 3,6

mL de 3-pentanol.
Homogeneizacion:

La fase oleosa con feromona se incorporé a la fase acuosa y se homogeneizé a 60 °C
mediante un homogeneizador de alta velocidad (XHF-DY’) a 5000 rpm durante 5 minutos,
hasta obtener una emulsion estable. La emulsién final se enfrié a temperatura ambiente y

se almacend a —10 °C.

Emulsion 2

Para preparar 100 mL de Emulsién 2, se combinaron 40 mL de una fase oleosa basada en

vaselina liquida y 60 mL de una fase acuosa.
Preparacion de la fase acuosa:

La fase acuosa se obtuvo calentando 56,5 mL de agua destilada a 60 °C, a los que se
adicionaron 3,703 g de monooleato de sorbitan bajo agitacion hasta lograr su completa

dispersion.
Preparacion de la fase oleosa:

La fase oleosa se preparé mezclando 20 mL de vaselina liquida y 5 mL de aceite de soja
neutro. La mezcla se calent6 a 120 °C hasta obtener una fase homogénea, y luego se dejé

enfriar a 60 °C con control de temperatura para evitar solidificacion. A esta fase se
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incorporaron 15 mL de la mezcla feromonal (T3) o de sus componentes individuales,

obteniendo una emulsién con 15 % v/v de fase interna.

Para la mezcla T3, se afiadieron 8,57 mL de sulcatol, 4,28 mL de sulcatona 'y 2,14 mL de

3-pentanol.
Homogeneizacion:
La emulsion se prepar6 siguiendo el mismo procedimiento descrito para la Emulsion 1.

La Figura 10 muestra el esquema general del proceso de elaboracion de las emulsiones.

1) 20% T3

Feromonas RT3

70°C

40ml solucion
lipidica
Caliento 120°C

—

60ml solucion Homogeinizador
acuosa 5 min- 5000 rpm- 60°C
100 ml emulsion

Figura 10. Representacion de la metodologia empleada en la preparacion de emulsiones

2.5.1. Evaluacion de la estabilidad de las emulsiones

La estabilidad fisica de las emulsiones se evalué mediante la observacion de separacion
de fases, cremado y sedimentacion a lo largo del tiempo. Las emulsiones se almacenaron
a 4 °C para minimizar la volatilizacién de las feromonas, y se registré cualquier cambio

visual durante un periodo de 30 dias.

Se realizaron analisis periodicos en los dias 0, 4, 7, 14 y 32 para determinar la
concentracion de feromonas mediante cromatografia de gases. Este seguimiento permitio
evaluar la tasa de liberacion, los cambios en la composicion y la vida atil de cada

emulsion.
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La liberacion de feromonas se cuantifico en funcion del tiempo, simulando condiciones
normales de almacenamiento y uso. Para ello, se tomaron muestras de 1 g de emulsion y
se colocaron en placas de Petri de vidrio. Las muestras se dejaron estabilizar durante 4
horas, y el peso estabilizado se consideré como peso inicial. Este procedimiento permitid
minimizar el efecto de la liberacidn inicial rapida y obtener una evaluacion mas precisa

de la liberacion sostenida.
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Capitulo 3. Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados correspondientes a los objetivos especificos
i), ii) e iii), orientados a la formulacion y caracterizacion fisicoguimica y cinética de
dispensadores monoliticos de la feromona de M. mutatus, asi como a la evaluacion de su
eficacia en condiciones de campo y preparacion de emulsiones asperjables. Se abordan
tanto la caracterizacion de dispensadores monoliticos como de emulsiones, considerando
su comportamiento en términos de liberacion de los compuestos activos, propiedades

fisicoquimicas y estabilidad.

En primer lugar, se evalud la liberacion de feromonas desde dispensadores monoliticos
mediante métodos gravimetricos (3.1). A continuacion, se presentan los resultados de los
ensayos de campo, donde se compararon distintas mezclas feromonales para monitoreo y
se evalud la eficacia de la disrupcion sexual (3.2). Sobre la base de los resultados
obtenidos en campo, se analizaron por cromatografia de gases formulaciones
preseleccionadas y dispensadores modificados con el objetivo de mejorar su desempefio
(3.3). Posteriormente, se estudiaron las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones
seleccionadas mediante DSC y difraccion de rayos X (3.4). Finalmente, se evalud la
estabilidad de las emulsiones y su perfil de liberacion (3.5), con el fin de asegurar

condiciones adecuadas de almacenamiento y aplicacion a gran escala.

3.1. Evaluacidn de la liberacién de feromonas por gravimetria

En una primera instancia se prepararon dispensadores monoliticos con matriz de parafina
(PF 57 °C) y distintos porcentajes de relleno de caolina para los tres componentes de la
feromona. Alternativamente, se utilizo PEG 6000 como matriz para la formulacién del
dispensador de sulcatol (Figura 11). La seleccion de las matrices se basé en antecedentes

bibliograficos y en su disponibilidad para trabajo a escala de laboratorio.
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Figura 11. Dispensadores de monitoreo: a) sulcatol, b) sulcatona y c) 3-pentanol, respectivamente

Para evaluar las distintas formulaciones, se tomaron como referencia las tasas de
liberacion para monitoreo de trabajos previos con los componentes sintéticos para M.
mutatus en alamos (Funes et al., 2013; Gonzélez-Audino et al, 2005). Estas tasas fueron
de 10+ 1mg, 7+ 1mgy 30 £ 2 mg por dia para sulcatol, sulcatona y 3-pentanol,
respectivamente. También se consideraron tasas mayores para disrupcion sexual,
reportadas como 79,4 mg/dia para sulcatol, 63,2 mg/dia para sulcatona y 91,2 mg/dia para
3-pentanol. En ambos casos, tasas de monitoreo o disrupcién fueron calculadas como el
promedio de la liberacién de los primeros 15 dias, incluyendo el dia cero (Funes et al.,
2013; Gonzalez-Audino et al, 2005).

La liberacion de feromonas se evalué mediante gravimetria, registrando la pérdida de
masa de los dispensadores a lo largo del tiempo bajo condiciones controladas. A partir de
estos datos se determind tanto la cantidad diaria liberada como la masa acumulada en
funcién del tiempo. El valor correspondiente al dia cero no fue considerado en los ajustes
cinéticos, debido a la descarga inicial elevada caracteristica de sistemas monoliticos, la

cual no representa adecuadamente un régimen de liberacion sostenida.

Con el fin de comparar las distintas formulaciones y seleccionar aquellas con potencial
aplicacion en monitoreo o disrupcion de M. mutatus, se estimé una tasa de liberacion
como la variacion de la masa liberada en funcién del tiempo (AM/At), calculada como el
promedio de los primeros 15 dias de ensayo, incluyendo el dia cero. Este enfoque ha sido
utilizado previamente en estudios sobre dispensadores feromonales forestales (Funes et
al., 2013; Gonzalez-Audino et al., 2005) y resulta especialmente relevante desde el punto

de vista operativo.
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Para interpretar el mecanismo de liberacion de las feromonas desde las matrices
poliméricas, los datos de masa liberada en funcidn del tiempo (excluyendo el dia cero) se
ajustaron al modelo empirico de Korsmeyer—Peppas, expresado como m = ¢+t *, donde
m es la masa acumulada liberada, ¢ es una constante cinética y n es el exponente de
difusion. El valor de n permite inferir el tipo de mecanismo de liberacion, sin asumir un

coeficiente de difusién constante.

La Figura 12 muestra una curva representativa de liberacion de feromona acumulada, en
la que se presenta el ajuste de los datos experimentales (sin considerar el dia cero) a una

ecuacion de tipo potencial.
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Figura 12. Liberacion acumulada de sulcatol desde matrices poliméricas en funcidn del tiempo. Los
puntos representan los valores experimentales de masa acumulada liberada (excluyendo el dia cero) y la
linea continua corresponde al ajuste al modelo empirico de Korsmeyer-Peppas, m=c -tn

En las secciones siguientes se presentan, en primer lugar, las tasas de liberacion obtenidas
para las distintas formulaciones evaluadas y, posteriormente, el analisis cinético de los

perfiles de liberacion mediante el modelo de Korsmeyer—Peppas, con el fin de comparar
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el desempefio y seleccionar las formulaciones mas adecuadas para su evaluacion en

campo.

La Tabla 2 presenta los resultados obtenidos para las distintas formulaciones evaluadas,
detallando la matriz utilizada, el porcentaje de relleno inorganico y el porcentaje de
feromona incorporada. Se incluyen la tasa de liberacion (mg/dia), calculada como el
promedio de la liberacion durante los primeros 15 dias incluyendo el dia cero, y el valor
de Vi, correspondiente a la velocidad inicial de liberacion (mg/dia) en el dia cero.

Tabla 2. Caracterizacidn de las curvas de emision de feromona por gravimetria.

Formulacion ~ Matriz % Caolina % Feromona Vi (mg/dia) Tasa (mg/dia)

PEG-0-2 PEG 6000 0 2 % Sulcatol 4,4 2,5
PEG-30-2 PEG 6000 30 2 % Sulcatol 7,7 7,5
PEG-30-20 PEG 6000 30 20 % Sulcatol 89 44

P-30-2 Parafina 30 2 % Sulcatol 3.9 1,6
P-0-20 Parafina 0 20 % Sulcatol 18 10

P-0-2 Parafina 0 2 % Sulcatona 4.4 2,5
P-10-2 Parafina 10 2 % Sulcatona 24 12
P-30-2 Parafina 30 2 % Sulcatona 17 8,7
P-30-20 Parafina 30 20 % Sulcatona 120 73

P-0-1 Parafina 0 1 % 3-Pentanol 2,4 1,2

P-0-2 Parafina 0 2 % 3-Pentanol 13 7,5
P-30-2 Parafina 30 2 % 3-Pentanol 12 4,1
P-0-20 Parafina 0 20 % 3-Pentanol 60 42

La Figura 13 muestra los perfiles de liberacion diaria de sulcatona desde dispensadores
monoliticos formulados para monitoreo, evaluados a partir de datos gravimétricos. Todas
las formulaciones presentan la misma matriz polimérica (parafina PF 57 °C) y la misma
concentracion de feromona (2 %), diferenciandose tnicamente en el porcentaje de caolina

incorporado como relleno inorganico.
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Figura 13. Grdfica de liberacion de sulcatona desde dispensadores monoliticos con dosis de monitoreo,
sin dia cero. Los valores muestran la cantidad de sulcatona liberada diariamente, calculada
gravimétricamente, y las barras representan la desviacion estandar

Los resultados evidencian un efecto significativo de la adicion de caolina sobre la
velocidad inicial de liberacion (Vi) y la tasa promedio. La formulacion sin relleno (P-0-
2) present6 una velocidad inicial de 4,4 mg/dia y una tasa de liberacion de 2,5 mg/dia. Al
incorporar 10 % de caolina (P-10-2), ambos pardmetros aumentaron notablemente,
alcanzando valores de 24 mg/dia para Vi y 12 mg/dia para la tasa de liberacion. En la
formulacion con 30 % de caolina (P-30-2), si bien la velocidad inicial se mantuvo elevada
(17 mg/dia), la tasa de liberacion disminuyé a 8,7 mg/dia, lo que sugiere una
estabilizacion del proceso de emision a lo largo del tiempo.

Este comportamiento indica que la caolina desempefia un rol dual en la matriz parafinica.
Por un lado, su incorporacion inicial incrementa la porosidad efectiva del material,
favoreciendo una liberacion mas rapida de la feromona. Por otro, a mayores contenidos
de relleno, la estructura interna del dispensador puede volverse mas compleja,
aumentando la tortuosidad del camino de difusion y limitando parcialmente la liberacion
sostenida. La eleccion de la caolina como relleno se fundamenta en su granulometria
homogénea, tamafio de particula fino e inercia quimica, caracteristicas que facilitan su

dispersion en la matriz y minimizan interacciones quimicas no deseadas. Asimismo, su
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capacidad para formar suspensiones concentradas con baja viscosidad favorece su uso en
sistemas de liberacién controlada (Ha et al., 2013; Hubadillah et al., 2017).

La formulacion P-30-2 (parafina PF 57 °C con 30 % de caolina y 2 % de sulcatona)
presentd una tasa de liberacion de 8,7 mg/dia, valor adecuado para aplicaciones de
monitoreo y cercano a las tasas reportadas en la bibliografia para sistemas feromonales
forestales. Ademas, esta formulacién mostrd un perfil de liberacion més estable en el
tiempo en comparacion con formulaciones con menor contenido de relleno, lo que resulta

ventajoso para su uso en condiciones de campo.
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Figura 14. Grdfica de liberacion de sulcatol de dispensadores monoliticos con dosis de monitoreo sin dia
cero. Los valores muestran la cantidad de sulcatol liberada diariamente, calculada gravimétricamente, y
las barras representan la desviacion estdndar.

Las curvas de liberacion de sulcatol al 2 % muestran diferencias claras entre
formulaciones, tanto en la velocidad inicial de liberacién (Vi) como en la tasa promedio,
evidenciando un marcado efecto del tipo de matriz polimérica y de la incorporacion de
caolina (Tabla 1, Figura 14).

En las formulaciones basadas en PEG 6000, la adicion de caolina produjo un aumento
significativo de la liberacion. La formulacion PEG-0-2 present6 una velocidad inicial de
4,4 mg/dia y una tasa de liberacion de 2,5 mg/dia, mientras que la formulacion PEG-30-
2 alcanzo valores de 7,7 mg/dia y 7,5 mg/dia, respectivamente. Este comportamiento

sugiere que la presencia de caolina modifica la estructura del polimero, incrementando la
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porosidad efectiva de la matriz y reduciendo la resistencia al transporte difusional del
sulcatol.

En contraste, la formulacién parafinica con 30 % de caolina (P-30-2) mostré valores
considerablemente menores de liberacion (Vi = 3,9 mg/dia; tasa = 1,6 mg/dia), aun
manteniendo el mismo porcentaje de feromona y de relleno. Este resultado indica una
mayor retencion del sulcatol en matrices apolares, donde predominan interacciones
hidrofébicas que limitan la movilidad del compuesto hacia la superficie del dispensador.
La mayor liberacion observada en matrices de PEG 6000 puede atribuirse a su caracter
mas polar y a su capacidad para establecer interacciones por puentes de hidrogeno con el
grupo hidroxilo del sulcatol. Estas interacciones favorecen una distribucién maés
homogénea del principio activo dentro de la matriz y una difusién mas eficiente hacia el
exterior, especialmente cuando la estructura del polimero es modificada por la
incorporacion de un relleno inorganico.

La Figura 15 presenta los perfiles de liberacion diaria de 3-pentanol desde dispensadores
monoliticos formulados para monitoreo, obtenidos a partir de mediciones gravimétricas.
Todas las formulaciones evaluadas se basaron en matrices de parafina PF 57 °C, variando

la concentracion del principio activo y la presencia de caolina como relleno inorganico.
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Figura 15. Grdfica de liberacion de 3-pentanol de dispensadores monoliticos con dosis de monitoreo sin
dia cero. Los valores muestran la cantidad de 3-pentanol liberada diariamente, calculada
gravimétricamente, y las barras representan la desviacion estdndar.

34



Los resultados muestran un efecto marcado de la concentracion de 3-pentanol sobre la
velocidad inicial de liberacion (Vi) y la tasa promedio. En formulaciones sin relleno, el
incremento de la concentracion de feromona del 1 % al 2 % produjo un aumento
significativo de ambos parametros: la velocidad inicial pasé de 2,4 a 13 mg/dia y la tasa
de liberacion de 1,2 a 7,5 mg/dia. Este comportamiento es consistente con el aumento del
gradiente de concentracion entre el interior del dispensador y el ambiente externo, que

acttia como principal fuerza impulsora del proceso de difusion.

La incorporacién de 30 % de caolina en formulaciones con 2 % de 3-pentanol produjo
una leve disminucion de la velocidad inicial (Vi = 12 mg/dia) y una reduccion mas
marcada de la tasa de liberacion (4,1 mg/dia) en comparacion con la formulacion sin
relleno. A diferencia de lo observado para sulcatona y sulcatol, en este caso la caolina no
parece actuar principalmente como generadora de poros, sino que podria incrementar la
tortuosidad del camino de difusion o favorecer la adsorcion parcial del alcohol sobre su

superficie, reduciendo la fraccion de compuesto disponible para volatilizacién.

Dado el tamafio molecular relativamente pequefio y la alta volatilidad del 3-pentanol, su
liberacion desde matrices apolares como la parafina parece estar dominada
principalmente por el gradiente de concentracion, mas que por la microestructura del
soporte polimérico. No obstante, la presencia de un relleno mineral puede modular el
proceso de liberacion al introducir sitios adicionales de retencion y alterar el transporte
difusional.

Si bien el andlisis de las tasas de liberacion permitié comparar las distintas formulaciones
y seleccionar aquellas con potencial aplicacién en monitoreo, este enfoque no resulta
suficiente para describir el mecanismo de liberacion de las feromonas desde las matrices
poliméricas. Con el objetivo de obtener informacion adicional sobre el comportamiento
cinético de los sistemas estudiados, los datos de masa acumulada liberada en funcion del
tiempo se ajustaron al modelo empirico de Korsmeyer—Peppas. Este modelo permite
interpretar el mecanismo de transporte a partir del exponente de difusion, sin asumir un
coeficiente de difusion constante, lo que lo hace especialmente adecuado para sistemas

poliméricos complejos como los dispensadores monoliticos evaluados en este estudio.

A partir de los ajustes realizados mediante el modelo de Korsmeyer—Peppas, se

obtuvieron los coeficientes cinéticos correspondientes a las distintas formulaciones
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evaluadas. La Tabla 3 resume los valores del exponente de difusion (n), la constante
cinética (c) y el coeficiente de determinacion (R?), calculados a partir de los datos de masa

acumulada liberada en funcion del tiempo, excluyendo el dia cero

Tabla 3. Parametros cinéticos obtenidos del ajuste al modelo de Korsmeyer—Peppas.

Formulacion ~ Matriz % Caolina % Feromona R2 c ]

PEG-0-2 PEG 6000 0 2 % Sulcatol 0,87 64,82 0,49
PEG-30-2 PEG 6000 30 2 % Sulcatol 0,98 87,05 0,48
PEG-30-20 PEG 6000 30 20 % Sulcatol 0,98 87,05 0,48
P-30-2 Parafina 30 2 % Sulcatol 0,01 1,03 0,02
P-0-20 Parafina 0 20 % Sulcatol 0,73 53,79 0,32
P-0-2 Parafina 0 2 % Sulcatona 0,9 12,68 0,94
P-10-2 Parafina 10 2 % Sulcatona 0,94 43,58 0,95
P-30-2 Parafina 30 2 % Sulcatona 0,79 56,38 0,94
P-30-20 Parafina 30 20 % Sulcatona 0,96 165 0,49
P-0-1 Parafina 0 1 % 3-Pentanol 0,88 6,60 1,17
P-0-2 Parafina 0 2 % 3-Pentanol 0,89 16,14 0,48
P-30-2 Parafina 30 2 % 3-Pentanol 0,66 5,76 0,50
P-0-20 Parafina 0 20 % 3-Pentanol 0,63 57,71 0,23

Las formulaciones basadas en PEG 6000, independientemente del contenido de caolina 'y
de la concentracién de sulcatol, presentaron valores de n cercanos a 0,48-0,49, junto con
elevados coeficientes de determinacion (R2 > 0,87). Estos resultados son indicativos de
comportamiento cercano a la difusion no fickiana. La consistencia de los valores de n 'y
el buen ajuste del modelo sugieren que, en estas formulaciones, la incorporacion de
caolina y el aumento de la carga de feromona no modificaron sustancialmente el

mecanismo dominante de liberacion.

En contraste, las formulaciones basadas en parafina mostraron una mayor dispersién en
los valores de n, reflejando una mayor complejidad del proceso de liberacion. En
particular, las formulaciones con sulcatona al 2 % presentaron valores de n elevados (=
0,94-0,95), lo que sugiere la participacion de mecanismos adicionales a la difusion
simple, posiblemente asociados a procesos de relajacion de la matriz o redistribucion
interna del semioquimico. A pesar de ello, los valores de R? obtenidos indican que el

modelo de Peppas describe adecuadamente la cinética de liberacion en estos sistemas.
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Por el contrario, la formulacién P-30-2 con sulcatol presentd un valor de n
extremadamente bajo (0,02) y un coeficiente de determinacién muy reducido (R? = 0,01),
lo que evidencia una clara falta de ajuste al modelo. Este comportamiento sugiere que el

modelo de Korsmeyer—Peppas no resulta apropiado para describir su cinética.

En el caso de las formulaciones con 3-pentanol, los valores de n se ubicaron
mayoritariamente en el rango 0,48-0,50, compatibles con un comportamiento cercano a
la difusion ideal (no Fickiana), aunque con coeficientes de determinacion moderados. Sin
embargo, a concentraciones elevadas de 3-pentanol (20 %), se observaron valores de n
significativamente menores (0,23), indicando desviaciones del comportamiento difusivo

ideal y una mayor variabilidad en el proceso de liberacion.

En conjunto, el analisis de los pardametros cinéticos permitié identificar formulaciones
con mecanismos de liberacion compatibles con difusion predominantemente no fickiana
y un buen ajuste del modelo, asi como aquellas en las que el modelo no describe
adecuadamente el comportamiento observado. Este analisis fue utilizado con fines
comparativos y descriptivos, proporcionando un marco para interpretar los perfiles de
liberacion, mientras que la seleccion final de las formulaciones se basd en criterios

operativos vinculados a las tasas de liberacion requeridas para aplicaciones de monitoreo.

En funcion de los valores de tasa de liberacion obtenidos y de los rangos reportados en la
bibliografia para aplicaciones de monitoreo, se seleccionaron las formulaciones que
presentaron un desempefio adecuado para su evaluacion en ensayos de campo orientados
al monitoreo de M. mutatus. En particular, la formulacion P-30-2 con sulcatona presento
una tasa de liberacion compatible con los valores recomendados en la bibliografia, por lo

que fue seleccionada para su posterior evaluacion en condiciones de campo.

Asimismo, la formulacién PEG-30-2 (PEG 6000 con 30 % de caolina y 2 % de sulcatol)
presentd una tasa de liberacion de 7,5 mg/dia, valor considerado adecuado para
aplicaciones de monitoreo, motivo por el cual fue seleccionada para su evaluacion en

ensayos de campo.

Desde un punto de vista operativo, la formulacién P-0-2 (parafina PF 57 °C con 2 % de
3-pentanol y sin relleno) present6 una tasa de liberacion de 7,5 mg-dia™, inferior al rango
reportado en la bibliografia para sistemas feromonales utilizados en el manejo de M.

mutatus. No obstante, fue seleccionada para su evaluacion en ensayos de campo.
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Esta decision se baso en la estrategia de trabajar con tasas de emision mas bajas que las
reportadas, priorizando el componente feromonal principal, el sulcatol, seguido por la
sulcatona, y limitando la liberacion de 3-pentanol. Este ultimo, componente de origen
microbiano (hongo simbionte) o derivado de la interaccion insecto—hongo dentro de la
galeria, cuya emision natural ocurre en proporciones iguales o inferiores a las de los

componentes feromonales.

3.2. Resultados y discusion de ensayos de campo

Los resultados presentados en este capitulo corresponden a los objetivos especificos i) e
ii), enfocado en la evaluacion de la eficacia de la feromona de M. mutatus en dosis de
monitoreo y disrupcion sexual mediante ensayos de campo. Los ensayos de campo se
realizaron en el predio EIl Naranjo 2 perteneciente a la empresa LUMIN, ubicado sobre la
Ruta 5 (km 428), departamento de Tacuarembd, Uruguay (31.33° S, 55.83° O). Este
predio alberga una plantacion de Eucalyptus spp. afectada por ataques de M. mutatus en
un 70 % de la superficie. Se seleccionaron dos parcelas de 6 hectareas cada una, en las
cuales se evaluaron las capturas en trampas cebadas con feromona en diferentes
formulaciones, asi como el potencial de la disrupcion sexual como estrategia de control.
En el ensayo de disrupcion sexual, una parcela se utiliz6 como control y a la otra se le

aplicd el tratamiento de disrupcion sexual.

Las variables respuesta analizadas en los ensayos de campo correspondieron al nimero
de individuos capturados por trampa y a la cantidad de nuevos orificios observados en los
troncos, ambas de naturaleza discreta. Por este motivo, y debido a que estos datos no
cumplen los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas requeridos por
modelos lineales clasicos, se optd por el uso de Modelos Lineales Generalizados Mixtos
(GLMM) con distribucion de Poisson. Las medias se compararon con el test DGC (P <

0,05). Todos los andlisis se realizaron en el software estadistico gratuito Infostat.

Este tipo de modelos resulta particularmente adecuado para estudios ecologicos y de
manejo de plagas, ya que permite analizar datos de conteo e incorporar simultaneamente
efectos fijos y aleatorios. En el presente estudio, la parcela (tratada vs. control) se
considerd como efecto fijo, mientras que los tratamientos feromonales y las trampas se
incluyeron como efectos aleatorios, con el fin de contemplar la variabilidad espacial y

temporal del sistema.
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El uso de un enfoque mixto permitio evaluar de forma robusta el efecto de la disrupcion
sexual sobre la dindmica poblacional de M. mutatus, minimizando sesgos asociados a la

heterogeneidad entre trampas y parcelas.

3.2.1. Evaluacion de mezclas de componentes

Se registraron las capturas de hembras M. mutatus en cada una de las 10 repeticiones por
tratamiento, en 3 fechas de monitoreo. Los datos se sometieron a un modelo mixto lineal
generalizado (GLMM) con distribucion de Poisson y funcion de enlace logit. Las parcelas
se incluyeron en el modelo como factor aleatorio. Las medias se separaron por el test
DGC (P £0,05).

Para evaluar la eficacia de los tratamientos como atrayentes en dispensadores de
monitoreo, se registraron las hembras capturadas por trampa, tratamiento y fecha. Los
datos se compilaron como promedios de tratamientos y fechas, para visualizar mas

facilmente las diferencias (Figura 16).

Ademas de la evaluacion de capturas de M. mutatus y la comparacion de tratamientos, se
observo la captura de otras especies de escolitidos: Orthotomicus erosus, Hylurgus
ligniperda, Cyrtogenius luteus, Xyleborinus saxesenii, Xyleborus ferrugineus. Estas
fueron identificadas en colaboracién con el Laboratorio de Entomologia Forestal de INIA

Tacuarembod.
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Figura 16. Evaluacion de la atractividad de los tratamientos mediante capturas de hembras M. mutatus
en diferentes tratamientos de feromona. Se muestran promedios y error estdndar de capturas por fecha
lectura y por trampa, antes de la instalacion de MD (n = 10 trampas por tratamiento, correspondientes a
cinco trampas en cada una de dos parcelas). Ambas parcelas fueron promediadas. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (GLMM, DGC: P < 0,0001).

Las capturas de hembras de M. mutatus durante el pico de vuelo de 2021 tuvieron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos de monitoreo llevados a campo.
El control sin tratar, con cebos Unicamente conteniendo los productos inactivos, capturd

muy pocas hembras, significativamente menos que todos los demas tratamientos.

Se observo una marcada diferencia en las capturas segun el tratamiento aplicado. El
tratamiento control, sin feromonas activas, presentd las menores capturas, confirmando
la eficacia de la feromona utilizada para atraer a la especie objetivo. Las formulaciones
T3y T4 fueron las mas efectivas como atrayentes, en relacion a los tratamientos T1 y
T2, lo que sugiere que el 3-pentanol desempefia un papel clave en la atraccion del insecto.
La proporcidn de sulcatol y sulcatona (2:1 vs. 1:1) no tuvo un efecto estadisticamente
significativo en la captacion de hembras, aunque se observé una leve tendencia a mayor

atractividad con la proporcion 2:1 (T3), que contenia menos 3-pentanol.
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3.2.2. Evaluacién de disrupcion sexual

Los dispensadores de disrupcion sexual fueron elaborados en las proporciones 2:1:0,5
(correspondiente a sulcatol, sulcatona y 3-pentanol, respectivamente), utilizadas para la
formulacidn del tratamiento T3. Este tratamiento fue uno de los dos mas atractivos en el
ensayo de monitoreo, por lo que cabe suponer que se acerca mas a la feromona natural
del insecto. Se modificé la dosis de los componentes para alcanzar una tasa de emision
para disrupcion sexual. El disefio propuesto resulta en que cada parcela tenga 40

dispensadores por hectarea, siendo un dispensador en realidad un trio de dispensadores,

uno por compuesto (Figura 17).

Figura 17. Dispensadores de monitoreo con trampas de panel cruzado (izquierda) y dispensadores de
disrupcion sexual sin trampa.

Para evaluar el efecto del tratamiento de disrupcion sexual, se analizaron las capturas en
trampas de monitoreo en dos fechas posteriores (Figura 18). Se compararon las capturas
de hembras en la parcela | (con tratamiento de disrupcién sexual) y la parcela 11 (testigo),
considerando, especificamente, los tratamientos mas atractivos (T3 'y T4).

Los datos se analizaron mediante un modelo lineal generalizado mixto (GLMM) con
distribucion de Poisson y funcion de enlace logit, incluyendo el tratamiento como factor
aleatorio. Las medias se compararon con el test DGC (P <0,05). El analisis, realizado por
separado para cada parcela y promediando las réplicas en ambas fechas, mostré una
reduccion significativa en las capturas de hembras tras la aplicacion de los dispensadores

41



de disrupcion sexual en la parcela 1, donde letras diferentes indican diferencias
significativas entre monitoreos (GLMM, DGC: P < 0.0001)
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Figura 18. Evaluacion del efecto de la instalacion de dispensadores en las capturas considerando los
tratamientos mds atractivos (T3-T4). Se muestran promedios y error estdndar de capturas por fecha
lectura y por trampas en cuestion, luego de la instalacion de MD (n = 20; 10 trampas por tratamiento,
correspondientes a cinco trampas en cada una de dos parcelas). Las capturas fueron menores en las
trampas instaladas en el Parcela | (Azul) donde se aplicé MD, parcela naranja oficié como control. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre monitoreos (GLMM, DGC: P < 0.0001).

La eficacia del tratamiento de disrupcién sexual se evalu6 de dos maneras: el
silenciamiento de trampas de monitoreo y la disminucién del dafio. En el primer caso, si
el tratamiento es efectivo, las hembras no seran atraidas por la feromona, lo que reducira
su captura en las trampas. En el segundo caso, si el tratamiento es efectivo, se observara
una disminucién del dafio en el fuste. Estos dos indicadores permiten evaluar la eficiencia

del tratamiento y el nivel de poblacion existente.

La evaluacion del dafio nuevo como orificios frescos en una muestra de 15 arboles/ha
también mostrd una reduccion de dafio como resultado de la aplicacion de tratamiento de

disrupcion sexual. Esto se evaluo en tres etapas, como el nimero de orificios nuevos a

42



nivel del fuste obteniendo informacion cuantitativa antes y después de la intervencion
(Tabla 4 y Figura 19) (GLMM, DGC: P < 0,0001).

Tabla 4. Orificios nuevos correspondientes a parcela | (tratamiento de disrupcién sexual) y parcela Il
(testigo).

ORIFICIOS NUEVOS

Relevamiento Parcela | Parcela Il
10/10/2021 236 144
24/11/2021 200 136
28/12/2021 63 145

La reduccion del dafio observada en parcela | fue estadisticamente significativa, segun el
analisis realizado mediante un modelo lineal generalizado mixto (GLMM) y la prueba de
comparacion multiple de Duncan (DGC), con un valor de significancia de P < 0.0001. De
hecho, la aplicacion revirtié una tendencia a mayores dafios preinstalacion en la parcela

I, que luego de la instalacion pasé a presentar menor incidencia de dafio nuevo.

Como se muestra en la Figura 19, se evaluaron los orificios nuevos antes y después de la
instalacion de los dispensadores de disrupcion sexual en la parcela | (7/12/2021), mientras
que la parcela Il sirvié como control sin tratamiento. Se presentan los promedios por arbol
y el error estandar de orificios nuevos por fecha de lectura, con una reduccion significativa
tras la aplicacion del tratamiento, donde letras diferentes indican diferencias significativas
entre monitoreos (GLMM, DGC: P < 0,0001).
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Figura 19. Evaluacion de orificios nuevos durante el ensayo previo y posterior a la instalacion de
dispositivos disrupcidn sexual (7/12/2021) en la parcela | (azul), mientras la parcela Il (naranja) oficié de
control sin tratamiento de disrupcidn sexual (n = 180 drboles por fecha). Se muestran promedios/drbol y

error estdndar de orificios nuevos por fecha lectura. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre monitoreos (GLMM, DGC: P < 0,0001).

Ademas de las capturas en trampas, se evalu6 el efecto de la disrupcion sexual en el dafio
a los troncos mediante la observacion de orificios activos e inactivos (Figura 19). Se
consideraron activos aquellos con aserrin larval o adulto, e inactivos los orificios
cerrados. Se cuantificaron los orificios nuevos en 15 arboles por hectarea en ambas
parcelas en tres fechas: antes de la instalacion del experimento |, antes de la aplicacion

del tratamiento de disrupcidn sexual y después de su aplicacion.

El analisis se realizo por separado para cada fecha, comparando los orificios nuevos por
arbol en cada parcela mediante un GLMM con distribucion de Poisson y funcion de
enlace logit. Se consideraron las fechas como repeticiones y los tratamientos como
variables aleatorias. Las medias se compararon con el test DGC (P < 0,05). Todos los
andlisis se realizaron en el software estadistico gratuito Infostat. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre monitoreos.

En la Figura 20 y 21 se puede ver el detalle de aserrin larval, aserrin adulto y galeria sin
actividad.
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Figura 20. Detalle de aserrin larval (izquierda) y aserrin adulto (derecha) e insecto atrapado en galeria en
plantaciones de LUMIN.

e

Figura 21. Detalle de la galeria sin actividad cerrada (izquierda) y galeria con actividad (derecha).
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Los ensayos de campo permitieron validar la funcionalidad de las formulaciones
seleccionadas en condiciones reales, demostrando su potencial para la liberacion efectiva
de feromonas y su capacidad para inducir disrupcién sexual en la poblacion objetivo. La
evaluacion de diferentes mezclas de componentes y formatos de aplicacion aporto
informacidn valiosa para optimizar las estrategias de control, destacando la importancia
de la compatibilidad entre el sistema de liberacion y las condiciones ambientales. En
conjunto, estos resultados constituyen un avance significativo hacia la implementacién
de tecnologias de control més sostenibles y especificas, y sientan las bases para estudios

a mayor escala y en distintos contextos productivos.

3.3. Evaluacion de la liberacion de feromonas en dispensadores por cromatografia

gaseosa

Se evalud la emisién de feromonas de dispensadores mejorados mediante la colecta de
volatiles en tanel de viento y posterior analisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS).

El uso del tinel de viento permite reproducir condiciones de flujo controlado y asegurar
que la recoleccion de volatiles refleje de forma realista la emision del dispensador bajo
condiciones dinamicas. La posterior cuantificacion por GC-MS proporciona alta
sensibilidad y especificidad para los compuestos analizados, garantizando la deteccion de

variaciones temporales en la liberacion.

El andlisis se realiz0 para el tratamiento que presentd mejor respuesta en campo (Capitulo
4), compuesto por la feromona de M. mutatus en proporcion T3 (2:1:0,5) correspondiente
a sulcatol, sulcatona y 3-pentanol, respectivamente. También se evaluaron dispensadores
con formulaciones modificadas que podrian mejorar el control del perfil de liberacién y

extender la vida Gtil del sistema.

Entre las formulaciones evaluadas se incluyeron D.3FJ, D.Emulsion y D.Campo. Las dos
primeras corresponden a dispensadores de incorporacion directa, en los cuales los tres
componentes de la feromona en la proporcion 2:1:0,5 se incorporaron simultaneamente
en una Unica matriz lipidica, ya sea en forma libre (D.3FJ) o como emulsion
(D.Emulsién), siguiendo el procedimiento general de fusién, homogenizacion y
moldeado. Por su parte, se denomina D.Campo a las formulaciones que presentaron el

perfil de difusion més adecuado en evaluaciones previas. En este caso, cada feromona se
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incorporo por separado en su matriz éptima: sulcatol en PEG 6000 con 30 % m/m de
caolina; sulcatona en parafina (57 °C) con 30 % m/m de caolina; y 3-pentanol en parafina
(57 °C). Cada monolito incorporo unicamente la feromona correspondiente. Esta distintas
formulaciones permiten comparar la liberacion de las feromonas desde una misma matriz
con la liberacion individual optimizada para cada compuesto, asi como contrastarlas con

sistemas estructuralmente modificados como D.Zeolita.

Todos los dispensadores contenian el mismo volumen y composicion de feromona.
Aunque se detecto la presencia de 3-pentanol en todas las formulaciones, no se pudo
cuantificar con precision debido a su baja concentracion y al ruido de fondo. Por lo tanto,

se reporta su presencia por debajo del limite de cuantificacion (LOQ).

La Tabla 5 muestra el perfil de liberacion de las formulaciones evaluadas, se incluye (Vi)

y tasa como se detall6 anteriormente.

Tabla 5. Caracterizacion de las curvas de emision de feromona por GC-MS.

Formulacion Matriz % Relleno % Feromona Vi (mg/dia) (m-l;;%?a)

D.Campo Parafina 30% Caolina 1% sulcatona 49 11
D. Emulsién Ac.Estedrico  30% Caolina 1% sulcatona 30 7,4
D. 3fj Ac.Estedrico  30% Caolina 1% sulcatona 24 6,2
D.Zeolita Ac.Estedrico  30% Zeolita 1% sulcatona 19 5

D.Campo PEG 6000  30% Caolina 2% sulcatol 38 8

D. Emulsién Ac.Estedrico  30% Caolina 2% sulcatol 47 12
D. 3fj Ac.Estedrico  30% Caolina 2% sulcatol 28 6,9
D.Zeolita Ac.Estedrico  30% Zeolita 2% sulcatol 17 4,2

La comparativa de los dispensadores muestra diferencias marcadas tanto en la liberacion
inicial (Vi) como en la tasa de liberacion, evidenciando el efecto combinado de la matriz
y del tipo de relleno utilizado. EI parametro Vi resulta particularmente relevante desde el
punto de vista operativo, ya que una liberacién elevada en los primeros dias implica una
pérdida temprana del compuesto activo, reduciendo la vida util del dispensador y

comprometiendo su desempefio en campo.

En este contexto, los dispensadores formulados con zeolita como relleno (D. Zeolita)
presentaron los valores mas bajos de liberacion inicial, tanto para sulcatona (19 mg/dia)
como para sulcatol (17 mg/dia). Estos valores resultan notablemente inferiores a los

observados para formulaciones con caolina, como D. Campo (49 y 38 mg/dia) y D.
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Emulsién (30 y 47 mg/dia), lo que indica un mejor control de la liberacion inicial y una

menor pérdida temprana de la feromona.

Asimismo, D. Zeolita present0 las tasas de liberacion mas bajas y estables (5 mg/dia para
sulcatona y 4,2 mg/dia para sulcatol), lo que sugiere un sistema de liberacion mas
sostenida en el tiempo. Esta combinacion de baja Vi y tasa moderada es particularmente
favorable para aplicaciones de monitoreo, donde se busca mantener una sefial atractiva

constante evitando picos iniciales de liberacion.

En comparacion, las formulaciones D. Campo y D. Emulsion exhibieron valores elevados
de Vi y tasas de liberacion superiores, lo que podria resultar en una liberacion excesiva
en las etapas iniciales y un agotamiento mas rapido del compuesto activo. Si bien estos
sistemas podrian ser efectivos en aplicaciones de corta duracion, su comportamiento

inicial los vuelve menos eficientes para estrategias de monitoreo de largo plazo.

En conjunto, el anélisis pone de manifiesto el alto potencial de los sistemas con zeolita,
los cuales permiten amortiguar la liberacién inicial y sostener tasas mas controladas,
constituyéndose en candidatos prometedores para el desarrollo de dispensadores con

mayor estabilidad y eficiencia operativa.

Con el objetivo de analizar los mecanismos de liberacion y comparar el comportamiento
cinético de las distintas formulaciones, los datos experimentales fueron ajustados al
modelo de Korsmeyer—Peppas. Los parametros obtenidos a partir de dicho ajuste se

presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Parametros cinéticos obtenidos del ajuste al modelo de Korsmeyer—Peppas.

Formulacion Matriz % Relleno % Feromona R2 c n|
D.Campo Parafina 30% Caolina 1% sulcatona 0,6 7,3 0,87
D. Emulsion  Ac.Estedrico  30% Caolina 1% sulcatona - - -
D. 3fj Ac.Estedrico  30% Caolina 1% sulcatona 0,49 3,6 0,35
D.Zeolita Ac.Estedrico 30% Zeolita 1% sulcatona 0,96 3,7 0,45
D.Campo PEG 6000 30% Caolina 2% sulcatol 0,18 1 0,37
D. Emulsiéon  Ac.Estedrico  30% Caolina 2% sulcatol - - -
D. 3fj Ac.Estedrico  30% Caolina 2% sulcatol 0,28 2,9 0,26
D.Zeolita Ac.Estedrico  30% Zeolita 2% sulcatol 0,91 3,1 0,55

El analisis del coeficiente de determinacion (R?) revela que la formulacién D. Zeolita

presenta el mejor ajuste al modelo de liberacion en ambas feromonas evaluadas. En el
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caso de la sulcatona, D. Zeolita alcanza un Rz = 0,96, indicando una descripcion altamente
precisa del proceso de liberacion. Para el (z) - sulcatol, el ajuste también es elevado (R2
=0,91), lo que sugiere un comportamiento difusivo estable y predecible.

En contraste, las otras formulaciones presentan valores de RZ significativamente menores,
lo que indica una mayor variabilidad en la liberacion y una menor correspondencia con
el modelo. La formulacién D. Zeolita muestra transporte no Fickiano con n = 0,45 para
sulcatona y n = 0,55 para sulcatol, coherente con un mecanismo combinado de difusion
y relajacion de la matriz, que favorece una liberacion sostenida. Este comportamiento la
posiciona como una alternativa prometedora para aplicaciones que requieren liberacion

prolongada.

Las Figuras 22 y 23 muestran la emision diaria de sulcatona y sulcatol, respectivamente,
a lo largo del tiempo y para los distintos dispensadores formulados, sin considerar el dia
cero. Los colores representan los dias evaluados. Los datos obtenidos mediante GC-MS
reflejan la cantidad de feromona liberada diariamente, con barras que representan la
desviacion estandar. Estas graficas permiten visualizar con claridad las diferencias en el

desempefio de cada formulacion.
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Figura 22. Emision de sulcatona a lo largo del tiempo en los distintos dispensadores formulados, sin dia
cero. Los colores representan los dias evaluados. Los grdficos muestran la cantidad de feromona liberada
diariamente, determinada mediante GC-MS, con barras que indican la desviacion estdndar
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Figura 23. Emision de sulcatol a lo largo del tiempo en los distintos dispensadores formulados, sin dia
cero. Los colores representan los dias evaluados. Los grdficos muestran la cantidad de feromona liberada
diariamente, determinada mediante GC-MS, con barras que indican la desviacion estandar.

A efectos de clarificar la interpretacion, los resultados se discuten por separado para cada
feromona. Para sulcatona se analizan las diferencias en el ajuste al modelo y la variacion
temporal de la liberacién. En el caso del ()- sulcatol, se describen los cambios en el
mecanismo difusivo y la magnitud de las tasas obtenidas. Finalmente, dado que el 3-
pentanol permanecid por debajo del LOQ en todas las formulaciones, su presencia se
considera Gnicamente como indicador cualitativo.

La formulacion D. Zeolita mostr6 una liberacion mas variable al inicio, seguida de una
estabilizacion en valores bajos, lo cual se atribuye a la adsorcion de las feromonas en la
zeolita, tanto en su superficie externa como en sus canales internos. Este patron,
observado tanto para sulcatol como para sulcatona, permite alcanzar una tasa de
liberacion dentro del rango de referencia de D. Campo. Su baja liberacion inicial se
explica por la mezcla previa de la feromona con zeolita en fase humeda, que favorecié su
adsorcion en el material. Esta caracteristica proporciona mayor flexibilidad térmica en la
seleccion de matriz, ya que la zeolita protege a la feromona tanto en superficie como en
sus canales internos, a diferencia de lo observado con la caolina. La zeolita, material
cristalino con estructura tridimensional basada en tetraedros TO4 (T = Si, Al, B, Ge, Fe,
P, Co), fue seleccionada por su alta porosidad y capacidad de adsorcién. Estas

propiedades mejoran la retencion y liberacion controlada de feromonas, prolongando la
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difusion (Breck, 1974; Garcia, 2002; Gregg & Sing, 1967). Gracias a estas caracteristicas,
la zeolita acta no solo como relleno, sino también como encapsulante, contribuyendo a
mejorar la estabilidad y eficacia del dispensador. Este comportamiento permite reducir la
pérdida inicial de feromona, una ventaja clave para sistemas de liberacion prolongada
(Luyten et al., 2010).

El dispensador D. Campo para sulcatol presenta un perfil de liberacion Fickiano,
controlado exclusivamente por difusion, lo que resulta en una liberacion menos sostenida.
En cambio, la formulacion D. Campo para sulcatona, con un valor de n = 0,87, se
aproxima a una liberacion de orden cero, caracteristica de un mecanismo no Fickiano
ideal. Para los primeros 15 dias, las tasas de liberacion determinadas por GC-MS fueron
11,1 mg/dia para sulcatol, 8,04 mg/dia para sulcatona, y 3-pentanol se mantuvo por debajo
del LOQ. Se observaron variaciones en la tasa de emision de los componentes
feromonales, particularmente en sulcatona, que present6 una disminucién marcada en el
dia 14 seguida de un incremento en la medicion posterior. Este comportamiento no
corresponde a un perfil tipico de liberacion controlada, el cual se espera decreciente o
estable en el tiempo. Estas fluctuaciones pueden atribuirse a la alta variabilidad
experimental observada, evidenciada por los errores estandar, asi como a la influencia de
factores ambientales propios experimento, tales como temperatura. Asimismo,
diferencias en la volatilidad y retencién de los compuestos en la matriz podrian contribuir
a una liberacién diferencial a lo largo del tiempo.

En este contexto, los resultados sugieren que la formulacién presenta una menor
estabilidad en la liberacién, en comparacién con sistemas mas controlados, dificultando
la interpretacion de tendencias claras en la emision.

El dispensador D. Emulsion present6 una alta emision inicial los dias 4, 7'y 11, seguida
de una caida abrupta. Sulcatona dejé de emitir desde el dia 14, y sulcatol decay6 desde el
dia 11, siendo indetectable al dia 32. Su curva no se ajustd al modelo de difusion y las
tasas determinadas fueron 7,4 mg/dia para sulcatona y 11,0 mg/dia para sulcatol, con 3-
pentanol por debajo del LOQ.

La formulacién D. 3fj mostro liberacidn alta y controlada dentro del rango de D. Campo,
manteniéndose en esos valores hasta el dia 32. Sin embargo, presenté comportamiento
Fickiano (n = 0,35 para sulcatona, n = 0,26 para sulcatol), lo cual no es deseable para una
liberacion sostenida. Las tasas fueron 6,2 mg/dia para sulcatona y 6,9 mg/dia para

sulcatol; 3-pentanol permanecio por debajo del LOQ.
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El modelo de Korsmeyer—Peppas se utilizé con fines descriptivos y comparativos, y no
como una representacion estricta del mecanismo, considerando las limitaciones en

matrices no hinchables.

Factores que influyen en la liberacién

Se identificaron factores clave en la liberacion de feromonas: afinidad matriz-feromona,
peso molecular, polaridad, y la relacion entre el punto de fusion de la matriz y el punto
de ebulliciéon del compuesto, que no debe superar los 10 °C. Inicialmente se usaron
matrices lipidicas como parafina (PF 57 °C) y PEG 6000. Luego se evalué acido estearico
(PF 70 °C) por su compatibilidad con volatiles. Sus ventajas incluyen grupos funcionales
polares, cadena C18 hidrofébica, biodegradabilidad y aprobacion FDA. El uso de acido
estedrico permitié dispensar conjuntamente los tres componentes de la feromona,
optimizando produccion y logistica, reduciendo costos y manteniendo la calidad,

asegurando tasas de liberacién dentro del rango de referencia de D. Campo.

Estos resultados ayudan a explicar el desempefio observado en campo, ya que las
formulaciones capaces de mantener tasas de liberacion dentro del rango de referencia —
particularmente D. Zeolita— coinciden con los tratamientos que mostraron mayor
eficacia en la atraccion de adultos de M. mutatus. La estabilidad térmica y la modulacion
de la liberacion contribuyen asi a la eficiencia global del sistema.

Mas alla de las diferencias observadas en los perfiles de liberacién y en los parametros
cinéticos obtenidos, el analisis conjunto de los resultados permite identificar criterios
clave para la evaluacion del desempefio de los dispensadores feromonales con potencial

aplicacion en monitoreo de M. mutatus.

En primer lugar, el control de la liberacion inicial (Vi) emerge como un parametro critico
desde el punto de vista operativo. Si bien el ajuste a modelos cinéticos aporta informacién
valiosa sobre el mecanismo de liberacion, una liberacion excesiva en los primeros dias
implica una pérdida temprana del compuesto activo, reduciendo la vida util del
dispensador. En este sentido, sistemas que presentan valores moderados de Vi, aun
cuando no exhiban un ajuste ideal a un modelo tedrico, resultan mas adecuados para

aplicaciones de monitoreo prolongado.

En segundo término, los resultados indican que la estabilidad de la tasa de liberacion en

el tiempo resulta mas relevante que alcanzar valores maximos elevados. Formulaciones
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con tasas altas, pero poco sostenidas tienden a agotarse rapidamente, mientras que
aquellas capaces de mantener una liberacién constante dentro del rango recomendado

aseguran una sefial atractiva mas uniforme y predecible en condiciones de campo.

Finalmente, el comportamiento observado en las formulaciones con zeolita pone de
manifiesto que este material actia no solo como un relleno inerte, sino como un
encapsulante activo del principio feromonal. Su elevada capacidad de adsorcion, tanto
superficial como intracanal, permite amortiguar la liberacion inicial y modular el
transporte del compuesto a lo largo del tiempo. Este efecto se traduce en perfiles de
liberacion mas controlados y estables, coherentes con mecanismos no Fickianos,

particularmente favorables para sistemas de liberacion sostenida.

En conjunto, estos criterios permiten interpretar los resultados experimentales mas alla
del ajuste a modelos cinéticos individuales, y constituyen una base solida para la seleccién

de formulaciones con desempefio adecuado para su evaluacion en condiciones de campo.

3.4. Evaluacién de propiedades fisicoquimicas de dispensadores

Se evaluaron propiedades fisicoquimicas de una seleccion representativa de
formulaciones, incluyendo dispensadores T3 llevados al campo (D.Campo) y los
dispensadores D.Emulsion y D.3FJ, dado que no fue posible caracterizar térmicamente

todas las variantes desarrolladas.

El analisis térmico mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) permite evaluar
transiciones de fase, estabilidad térmica y modificaciones en el ordenamiento cristalino

de matrices compuestas.

La Tabla 7 presenta los pardmetros extraidos de los termogramas correspondientes a
D.Campo-sulcatona y su Blanco, comparando el pico endotérmico (punto de fusion, PF)
y el intervalo de transicion térmica. Estos parametros permiten determinar como la

incorporacion de feromonas y rellenos afecta la organizacion cristalina de la matriz.
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Tabla 7. Evaluacion térmica por DSC y comparacion del dispensador D. Campo-sulcatona y su blanco.
Datos obtenidos a partir de los termogramas presentados en el Anexo.

D.Campo Parafina Pf 57°
Parametro Blanco )
-Sulcatona (Referencia)
Pico endotérmico (°C) 58.78°C  60.53 °C 57.0°C
Inicio (°C) 55.85°C 56.96°C  54.0-56.0 °C
Final (°C) 62.66 °C  64.73°C  58.0-60.0 °C

Los termogramas obtenidos para los dispensadores formulados con parafina PF 57 °C, 30
% de caolina y 2 % de sulcatona (o aceite neutro en el Blanco) muestran diferencias
significativas. En D.Campo-sulcatona se observa un pico endotérmico a 58,78 °C, con un
rango de fusién entre 55,85 °C y 62,66 °C. En el Blanco, el pico se desplaza a 60,53 °C,
con un rango entre 56,96 °C y 64,73 °C. Este desplazamiento hacia temperaturas mayores
indica una matriz ligeramente mas estable en ausencia de feromona, mientras que la
presencia de sulcatona interfiere parcialmente en la estructura cristalina, favoreciendo una

fusion méas temprana.

Al comparar estos resultados con los valores de referencia de la parafina PF 57 °C pura,
que presenta un rango de fusién entre 54,0-56,0 °C (inicio) y 58,0-60,0 °C (final), con
un pico endotérmico cercano a 57 °C, se observa que los dispensadores evaluados exhiben
transiciones térmicas desplazadas hacia temperaturas mas altas. Este desplazamiento
sugiere que la presencia de sulcatona en D.Campo modifica el empaquetamiento

cristalino de la matriz de parafina, generando un sistema con mayor resistencia a la fusion.

Asimismo, la caolina incorporada en una proporcion del 30 % m/m en ambas
formulaciones contribuye a restringir la movilidad de las cadenas hidrocarbonadas,
elevando ligeramente el PF del sistema. En conjunto, estos resultados indican que la
combinacion de sulcatona y caolina da lugar a materiales con mayor estabilidad térmica

y menor susceptibilidad a la fusién en comparacién con la parafina pura.

Los resultados de la evaluacion térmica por DSC del dispensador D. Campo—3-pentanol
y de su blanco se presentan en la Tabla 8, incluyendo la comparacion con valores de

referencia reportados en la literatura para la matriz en su estado puro.
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Tabla 8. Evaluacion térmica por DSC y comparacion del dispensador D. Campo-3-pentanol y su blanco.
Datos obtenidos a partir de los termogramas presentados en Anexo. Incluye valores de referencia de la
literatura para la matriz en su estado puro.

Pardmetro D.Campo Blanco Parafina Pf 57°
(3-Pentanol) (Referencia)
Pico endotérmico (°C)  62.46 °C 59.32 °C 57.0°C
Inicio (°C) 57.77 °C 55.93 °C 54.0-56.0°C
Final (°C) 66.56 °C 64.39 °C 58.0-60.0 °C

La comparacién de los termogramas obtenidos por DSC para el dispensador D.Campo
con 3-pentanol y su respectivo Blanco (Tabla 4) revela diferencias térmicas consistentes
con las observadas en el caso anterior (D.Campo-sulcatona). Se registra un incremento
en la temperatura del pico de fusién en la muestra con 3-pentanol, alcanzando 62,46 °C
frente a los 59,32 °C del Blanco, lo que indica una matriz mas estructurada y con mayor
resistencia a la fusion. Del mismo modo, las temperaturas de inicio y finalizacion del
evento endotérmico se desplazan hacia valores més altos en presencia de 3-pentanol, lo

que sugiere una reorganizacion del ordenamiento cristalino de la parafina modificada.

En comparacion con los valores de referencia de la parafina PF 57 °C, cuyo pico
endotérmico se sitla en torno a 57 °C, los resultados muestran que la incorporacion de
feromona altera la organizacion cristalina de la matriz lipidica, elevando el punto de

fusién y aumentando su estabilidad térmica relativa.

La Tabla 9 presenta los parametros térmicos correspondientes a D.Campo-sulcatol y su
Blanco, permitiendo comparar el comportamiento de esta formulacion en matriz de PEG

6000 con los valores de referencia del polimero en estado puro.

Tabla 9. Evaluacion térmica por DSC y comparacion del dispensador D. Campo-sulcatol y su blanco.
Datos obtenidos a partir de los termogramas presentados en el Anexo. Incluye valores de referencia de
la literatura para la matriz en su estado puro

Parametro D.Campo Blanco PEG 6000
(Sulcatol) (Referencia)
Pico endotérmico (°C) 60,15 60,86 58 - 63
Inicio (°C) 56,47 57,34 -
Final (°C) 63,94 65,98 -
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La comparacion de estos termogramas muestra que el Blanco presenta temperaturas de
transicion ligeramente més altas que la muestra con sulcatol. Sin embargo, ambas
formulaciones exhiben diferencias marcadas respecto del PEG 6000 puro. Estos
resultados indican que la presencia simultanea de sulcatol y caolina modifica la
cristalinidad y el comportamiento térmico del PEG, generando un sistema mas

heterogéneo y con mayor estabilidad térmica que el polimero base.

La Tabla 10 presenta los valores extraidos de los termogramas correspondientes a
dispensadores con matriz de acido estearico, donde se comparan parametros clave como

el punto de fusion (PF) y el intervalo de transicion térmica.

Tabla 10. Evaluacién térmica por DSC y comparacion del dispensador D. Emulsion, D. 3fjy su blanco.
Datos obtenidos a partir de los termogramas correspondientes (Anexo). Incluye valores de referencia de
la literatura para la matriz en su estado puro.

Ac. esteérico

Parametro Blanco D. Emulsién D.3fj
(Referencia)
Pico endotérmico (°C) 60,86 54,91 53,78 ~70
Inicio (°C) 57,34 51,55 52,11 ~65 — 69
Final (°C) 65,98 58,6 57,12 =71 -74

La disminucion del punto de fusidn, asi como el intervalo de transicion térmica, sugieren
una reduccion en la cristalinidad del acido estearico como consecuencia de su interaccion
con otros componentes de las formulaciones, generando un entorno mas amorfo y

disperso.

La diferencia en el comportamiento de acido estearico frente a PEG 6000 y parafina PF
57 °C conformando dispensadores con feromonas como sulcatol, sulcatona y 3-pentanol
se puede atribuir principalmente a diferencias en la polaridad y en las interacciones
quimicas entre la matriz, el relleno y los compuestos volatiles. El &cido estearico contiene
un grupo carboxilico que lo hace mas polar que la parafina, pero menos polar que PEG
6000, el cual tiene multiples grupos oxietileno. Sin embargo, aunque PEG 6000 es méas
polar, debemos considerar el tipo de interaccion que se puede generar entre la matriz y la
feromona. Los grupos funcionales presentes en las feromonas —el hidroxilo del sulcatol
y el 3-pentanol, y el carbonilo de la sulcatona— pueden establecer puentes de hidrogeno

e interacciones dipolares con el grupo carboxilico del &cido estearico. Esta afinidad
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interfiere con el ordenamiento cristalino de las cadenas del acido graso, reduciendo la
cristalinidad del sistema y deprimiendo su punto de fusién. Ademas, las feromonas
pueden actuar como plastificantes, intercalandose entre las cadenas y disminuyendo la
cohesion intermolecular (Crowley et al., 2004; Muro-Small et al., 2020; Zhou et al., 2009;
Saadat et al., 2015).

Un efecto adicional se observa incluso en las formulaciones blanco (sin feromona), donde
la incorporacion de caolina también gener6 una depresion del PF. Este resultado indica
que la caolina no actia como un componente inerte en la matriz. La caolina, un filosilicato
tipo 1:1, presenta en su superficie grupos hidroxilo —principalmente aluminol (Al-
OH)— capaces de formar enlaces de hidrogeno con el grupo carboxilico del acido
estedrico, alterando su empaquetamiento cristalino. Este comportamiento contrasta con
lo observado en matrices de PEG 6000, cuya naturaleza semicristalina confiere mayor

tolerancia a la incorporacién de fases inorganicas sin modificacion marcada del PF.

Se realizaron analisis de difraccion de rayos X con el objetivo de caracterizar las distintas
materias primas y los dispensadores formulados. En una primera etapa, se evaluo la
composicion mineraldgica de la caolina y la zeolita provista por un proveedor local

(Drogueria Paysandu, Uruguay), con el fin de verificar su identidad.

Los difractogramas obtenidos mostraron una coincidencia satisfactoria con los patrones
de referencia contenidos en la base de datos PDF-4 (ICDD), lo que permitié confirmar
que las fases presentes en las muestras corresponden a caolina y zeolita (Rietveld, 1969).
En el caso de la caolina, se identificaron picos caracteristicos en 20 = 12,3°, 20,1°, 24,9°
y 35,0°, mientras que la zeolita presento sefales tipicas en 20 ~ 7,4°, 10,3°, 12,4°, 17,6°
y 26,9°, consistentes con estructuras de tipo clinoptilolita 0 mordenita, segln la referencia
consultada. La coincidencia observada en la posicién e intensidad relativa de los picos
respalda la correcta identificacion de ambas fases minerales (Figura 39 y 40 en Anexo).

La Figura 24 presenta andlisis de difraccion de rayos X realizados para las distintas
materias primas y dispensadores preparados en una primera instancia. Estos resultados
proporcionan informacion clave sobre las estructuras cristalinas de los materiales,

permitiendo una mejor comprension de sus propiedades fisicas.
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Figura 24. Difractograma de rayos X de las distintas materias primas y del dispensador D. Campo para
sulcatona y 3-pentanol cuta matriz es parafina PF 57°.

El difractograma presenta varios picos caracteristicos en la region de 10° a 30° (20), lo
que indica la presencia de fases cristalinas en los materiales analizados. Se observa un
corrimiento hacia valores mayores de 260 en el pico correspondiente al dispensador D.
Campo-sulcatona en comparacion con la parafina pura. Este desplazamiento sugiere un
cambio en el empaquetamiento cristalino de la parafina, probablemente inducido por la
presencia de caolina, lo que podria generar una mayor compactacion en la estructura del
material. La incorporacion de caolina puede actuar como un agente que restringe la
movilidad de las cadenas de parafina, favoreciendo una reorganizacion estructural mas
densa. Esta compactacion conlleva un aumento en las fuerzas interatdmicas, lo que podria
estar relacionado con un incremento en la temperatura de fusiéon (PF) de la mezcla que

conforma el dispensador D. Campo con sulcatona.

Ademas, la interaccidn entre la sulcatona y la parafina podria contribuir a la modificacién
del patron cristalino, ya sea promoviendo la formacion de defectos estructurales o
generando una fase ligeramente amorfa. Este efecto se refleja en la posible disminucion
de la intensidad y el ensanchamiento de los picos de difraccion, lo que indicaria una

reduccion en la cristalinidad del sistema.
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En conjunto, estos resultados sugieren que la combinacidn de caolina y sulcatona altera
la organizacion cristalina de la parafina, lo que puede impactar en sus propiedades
térmicas y mecénicas.

La Figura 25 presenta los difractogramas de rayos X correspondientes a las distintas

materias primas utilizadas y los dispensadores formulados con sulcatol.

—— Cebo peg 6000 caoclina sulcatol T1T2T3T4

—— Cebo peg 6000 caoclina
50000 - B

40000 4

30000 4

20000 4

Intensidad (LA

10000 4

26 (°)

Figura 25. Difractograma de rayos X de las distintas materias primas y del dispensador D. Campo-
sulcatol. Siendo B el cebo de dcido estedrico y caolina-blanco.

PEG 6000 exhibe sus picos principales en la region de 20 =~ 19° y 23°, lo que coincide
con la literatura para el PEG 6000, un polimero semicristalino con cierta organizacién
estructural. Se observa una combinacion de los picos caracteristicos del PEG 6000 y la
caolina, ademas de nuevas sefiales que pueden asociarse a la interaccion entre ambos
componentes. Hay un ligero corrimiento a mayores angulos en algunos picos, lo que
sugiere una modificacion en la organizacion estructural de los componentes debido a su
mezcla con sulcatol. La menor intensidad de algunos picos en comparacion con los
materiales puros sugiere una disminucion de la cristalinidad, posiblemente por una

interaccién molecular entre los componentes que altera el empaquetamiento cristalino.

La Figura 26 muestra los difractogramas de rayos X obtenidos para las diferentes materias

primasy el D. 3fj, representativo de los dispensadores formulados con una matriz de 4cido
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estedrico. Estos dispensadores contienen una combinacion de sulcatol, sulcatona y 3-

pentanol en la misma formulacion.

—— Cebo dcido estearico blanco

—— Caolina

— Acido estedrico

—— Cebo acido estedrico feromona T3
—— Cebo dcido estearico emulsidn T3
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Figura 26. Difractograma de rayos X de las distintas materias primas y del dispensador D. 3fj.

Los patrones de difraccion de D. emulsion y D. 3fj muestran diferencias notables en
comparacidon con el acido esteérico y caolina puros, lo que sugiere cambios estructurales
en la organizacion cristalina de estos materiales al formar parte de las formulaciones, en
consonancia con los resultados obtenidos mediante Calorimetria diferencial de barrido
(DSC). En D. emulsion y D. 3fj, los picos correspondientes al &cido estearico muestran
desplazamientos leves hacia menores angulos (26 menor) y disminucion en la intensidad
relativa. Este corrimiento sugiere una modificacion en el empaquetamiento cristalino del
acido estearico, probablemente debido a la interaccion con los otros componentes de la
emulsion. La emulsificacion podria estar induciendo una menor cristalinidad o la
formacion de fases amorfas, alterando la estructura de las cadenas de &cido graso. La
caolina (traza verde oliva) exhibe picos nitidos y de alta intensidad, caracteristicos de su
estructura. En D. emulsion y D. 3fj, los picos asociados a la caolina parecen disminuir en
intensidad y, en algunos casos, ensancharse, lo que indica una posible reduccion en el

grado de orden cristalino. Esto puede deberse a interacciones entre la caolina y el acido
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estearico, generando una cobertura parcial de las particulas de caolina o incluso formando

una dispersion mas homogénea que impide la reorganizacion cristalina original.

Los desplazamientos y la disminucion de intensidad de los picos en D. emulsion y D. 3fj
sugieren que la conformacion del dispensador modifica la estructura cristalina de los
componentes originales. Esto puede estar asociado con una menor cristalinidad del acido
estedrico, una redistribucion de las particulas de caolina dentro del sistemay la formacion

de nuevas interacciones entre los componentes de la formulacion.

3.5. Evaluacién de la liberacion de feromonas en emulsiones por cromatografia

gaseosa y analisis de estabilidad

Evaluacion de la estabilidad
En relacién con el Objetivo especifico iii), se desarrollaron formulaciones fluidas

asperjables como una aproximacién preliminar a potenciales aplicaciones a gran escala.

La estabilidad fisica de las emulsiones se evalud cualitativamente durante 30 dias
mediante la observacion de separacion de fases y sedimentacion. Para minimizar la
volatilizacién de las feromonas, las muestras se almacenaron en refrigeracién y fueron

monitoreadas visualmente.

Se observaron diferencias claras entre las formulaciones, como se muestra en la Figura
27:

1) Emulsion 1: presentd inicialmente una estructura consistente tipo “dispersion soélida”.
Sin embargo, después de una semana en refrigeracion comenzo a evidenciar separacion
de fases, con una capa superficial de aspecto espumoso, indicando inestabilidad del

sistema.

i) Emulsién 2: mantuvo una consistencia homogénea a lo largo del periodo evaluado,

con una apariencia similar a una crema cosmeética.

Estas diferencias pueden atribuirse principalmente a la matriz utilizada. En Emulsion 1,
la presencia de &cido estearico, un material con punto de fusion relativamente alto,
favorece procesos de recristalizacion durante el enfriamiento, lo cual altera la estructura
interna de la emulsién y promueve la separacion de fases. En contraste, Emulsién 2,
basada en vaselina liquida, mostr6 mayor compatibilidad entre componentes y estabilidad

en refrigeracion.
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Figura 27. Evaluacion de la estabilidad fisica de las emulsiones mediante la observacion de la
homogeneidad de fases y la sedimentacion a lo largo del tiempo. A la izquierda: Emulsion 2; a la
derecha: Emulsion 1.

Ensayo de vida util y liberacion de feromonas

Se realiz6 un ensayo de vida util bajo condiciones simuladas de almacenamiento y uso,
con el objetivo de evaluar por cuanto tiempo cada formulacion mantiene una liberacion
efectiva. La Figura 28 muestra la emision de sulcatona a lo largo del tiempo sin considerar
el dia cero, comparada con la de los dispensadores D.Campo como referencia.

Normalizacion mediante factor de correccion

Con el objetivo de comparar de manera equitativa la cinética de liberacién de feromonas
entre las emulsiones formuladas y los dispensadores monoliticos D. Campo, se aplico un
factor de correccion (FC) que permite normalizar la cantidad de feromona liberada desde
1 g de emulsion respecto a la cantidad total de feromona cargada en un dispensador D.
Campo. Esta normalizacion resulta necesaria debido a las diferencias en la concentracion
de feromonas, el volumen y la masa involucrados en ambos sistemas de liberacion.

El factor de correccion se definid, para cada compuesto feromonal, como la relacién entre
la cantidad de feromona presente en un dispensador D. Campo y la cantidad de feromona

contenida en 1 g de emulsién, de acuerdo con la siguiente expresion:
FC = (Feromona en un dispensador D. Campo) / (Feromona en 1 g de emulsion)
Las cargas feromonales del dispensador D. Campo fueron:

e Sulcatol: 0,29 ml
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e Sulcatona: 0,16 ml
e 3-pentanol: 0,098 ml
En el caso de las emulsiones formuladas, se consideraron sus densidades para expresar
las cantidades de feromona en funcion de la masa:
e Emulsion 1 (densidad: 0,92 g/ml): contiene por ml 0,16 ml de sulcatol, 0,08 ml
de sulcatona y 0,04 ml de 3-pentanol.
e Emulsion 2 (densidad: 0,85 g/ml): contiene por ml 0,12 ml de sulcatol, 0,06 ml
de sulcatona y 0,03 ml de 3-pentanol.
A partir de estos valores se calcularon los factores de correccion correspondientes para
sulcatona y sulcatol, obteniéndose los siguientes resultados:
o Sulcatona:
FC = 1,84 para Emulsién 1
FC = 2,25 para Emulsién 2
e Sulcatol:
FC = 1,67 para Emulsion 1
FC = 2,06 para Emulsién 2
Estos factores fueron aplicados a los datos de liberacion obtenidos experimentalmente
para 1 g de emulsion, permitiendo comparar directamente la cinética de liberacion de las
emulsiones con la del dispensador D. Campo bajo una base equivalente de carga

feromonal inicial.

Liberacion de sulcatona

En la Figura 28 se muestra la emisiéon de sulcatona a lo largo del tiempo para ambas
emulsiones, ya ajustadas mediante este procedimiento. Los colores representan los dias
evaluados. Esta visualizacion permite contrastar los perfiles de liberacion y evaluar la
eficiencia relativa de cada formulacion en condiciones comparables al sistema de

referencia.
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Figura 28. Emision de sulcatona de las distintas emulsiones formuladas sin dia cero vs dispensadores D.
Campo tomados como referencia. Los distintos colores indican los dias.

La tasa de emisién de sulcatona en mg/dia para las emulsiones formuladas y un
dispensador de referencia en campo (D. Campo), evaluadas a lo largo del tiempo (dias 4,
7,11, 14y 32).

Los resultados indicaron que en la Emulsion 1, sulcatona no fue detectable a partir del dia
14 del monitoreo. En contraste, la Emulsion 2 mostr6 presencia de sulcatona durante los
32 dias de monitoreo, lo que sugiere una liberacion sostenida y, por tanto, una mayor vida
atil. Llama la atencion la alta tasa de emision observada en el dia 32 para Emulsién 2,
superior a la esperada segun la tendencia de los dias anteriores. Este valor podria
atribuirse a un origen analitico, posiblemente relacionado con la saturacién del sistema
de deteccidén del equipo GC-MS o a la desorcion del compuesto retenido en el sistema, lo

cual debe considerarse en la interpretacién de los resultados.

Seria recomendable realizar estudios adicionales para entender los mecanismos detras de

la liberacion retardada en la Emulsion 2 y evaluar si este comportamiento es reproducible.

La Figura 29 muestra la tasa de emision de sulcatol en mg/dia a lo largo del tiempo para

los distintos sistemas analizados.
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Figura 29. Emision de sulcatol de las distintas emulsiones formuladas sin dia cero vs dispensadores D.
Campo. Los distintos colores indican los dias. Se aplico factor de correccion sobre liberacion de
emulsiones para comparar volumen equivalente de feromonas en todas las preparaciones.

La Emulsién 1 presenta elevada liberacion inicial seguida de valores muy bajos y casi
constantes (~0.1 mg/dia), lo que indica que no es un sistema eficiente para la liberacion

de sulcatol. sulcatol no fue detectable a partir del dia 14 del monitoreo

La Emulsion 2, por otro lado, muestra una tendencia de liberacion estable a lo largo del
tiempo, con emision detectable incluso en el dia 32. Si bien los valores absolutos son
inferiores a los del sistema de referencia, esta diferencia se entiende dado el distinto tipo
de formulacion. La comparacién con D. Campo se presenta a modo de referencia, pero el

analisis se centra principalmente en el perfil de liberacion.

La Emulsion 1 no es efectiva para ninguno de los compuestos, mientras que la Emulsion 2
presenta una liberacidn sostenida de ambos. Estos resultados sugieren que el sulcatol se
libera de forma méas controlada, mientras que la sulcatona muestra una liberacion mas
erratica y tardia. En lo referente a la formulacion de emulsiones, se identifico que el punto
de fusion y el estado fisico de la matriz lipidica son factores clave para la estabilidad de

la emulsificacion:

i) Emulsion 1 (&cido estearico): requirid fusién previa, pero al ser almacenada en
refrigeracion presentd separacion de fases y liberacion acelerada de la feromona, atribuida

a la recristalizacion del acido estearico.
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i) Emulsion 2 (vaselina liquida): su estado liquido a temperatura ambiente permitié una

incorporacion directa, obteniendo una emulsificacién mas estable y homogénea.

La seleccion de la matriz lipidica es un factor determinante en la estabilidad y
funcionalidad de una emulsion. En este estudio, la vaselina liquida resulté ser una mejor
alternativa que el &cido estearico, ya que evitd problemas de separacion de fases y
promovié una liberacion mas controlada de la feromona. Estos hallazgos sugieren que las
bases oleosas liquidas son mas adecuadas para aplicaciones donde la estabilidad de la

emulsion y la liberacion gradual del compuesto activo son criticas.

Limitaciones y posibilidades de continuacion del trabajo

El presente trabajo aporta avances relevantes en el desarrollo de dispensadores
feromonales; sin embargo, presenta algunas limitaciones que abren oportunidades para
su profundizacion. En primer lugar, debido a restricciones de recursos y logistica, no fue
posible realizar ensayos de dureza ni analisis espectroscopicos (Raman), inicialmente
contemplados en el plan de trabajo. Estos estudios resultarian de gran utilidad para
comprender con mayor precision la estructura de la matriz, su comportamiento mecanico
y la distribucion de la feromona dentro del dispensador, aspectos clave para optimizar la

seleccion de materiales y formulaciones.

Asimismo, si bien los resultados de campo obtenidos son promisorios, la validacion del
modelo de liberacion propuesto requiere al menos una temporada de campo adicional de
ensayos, que permita evaluar su reproducibilidad en condiciones ambientales variables.
En este sentido, seria pertinente profundizar en el estudio del rol de la zeolita como agente
modulador de la liberacion. Esta estrategia —que consiste en incorporar la feromona a la
zeolita en una mezcla himeda previa a la conformacion del dispensador— resultd efectiva

para modular la liberacién y mejorar la estabilidad (Ramos et al., 2018).

Adicionalmente se plantea explorar nuevas matrices que, en su conformacion dentro del
dispensador, presenten puntos de fusion cercanos a 70 °C. Si bien los sistemas evaluados
con puntos de fusién en torno a 60 °C han demostrado ser viables, el ajuste fino de este
parametro podria contribuir a mejorar la estabilidad térmica y el desempefio en campo.
Mantener un equilibrio adecuado entre el punto de fusidn de la matriz y la volatilidad de

la feromona es fundamental para evitar pérdidas durante la elaboracion y asegurar la
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estabilidad del sistema. Entre los candidatos relevantes se encuentra el acido behénico,
un &cido graso de cadena larga biodegradable y termoestable, con un punto de fusién en
el rango de 80-84 °C, lo que lo posiciona como una alternativa atractiva para incrementar
la estabilidad térmica del sistema, aunque su alta cristalinidad podria limitar la difusion
del activo. Asimismo, pueden considerarse ceras naturales de alta fusion, como la cera de
soja hidrogenada (=65-75 °C), que ofrecen buena capacidad de encapsulacion, aunque

presentan transiciones térmicas mas amplias debido a su naturaleza compleja.

Otra linea de investigacion radica en el uso de polimeros biodegradables como la poli(e-
caprolactona) (PCL) y el poli(3-hidroxibutirato) (PHB), conocidos por su estabilidad
térmica y su capacidad para formar matrices densas. Estos materiales, utilizados
individualmente o en combinacién, permitirian ajustar el punto de fusion efectivo del
dispensador —que puede diferir del de los materiales puros— y adaptar su desempefio a

distintos escenarios ambientales (Felisberti & Antunes, 2005; El-Sayed, 2023).

Futuras lineas de trabajo podrian incluir la evaluacién de la aplicabilidad del sistema en
otras especies de interés forestal o agricola. Estos avances permitirian no solo robustecer
el modelo desarrollado, sino también ampliar su potencial de transferencia tecnolégica.

En relacion con las formulaciones fluidas, Emulsion 2 presentd el mejor desempefio en
términos de estabilidad fisica y liberacion, por lo que resulta pertinente profundizar su
optimizacion. Investigaciones futuras podrian evaluar su eficacia en condiciones reales
de aplicacion, tanto aérea (dron, atomizador) como terrestre, ademas de estudiar su
compatibilidad con aditivos funcionales como sinergistas, antioxidantes o surfactantes

que mejoren la estabilidad.

Para lograr una liberacién mas lenta y sostenida, se identifican distintas estrategias de
modificacion de la fase lipidica. Una posibilidad consiste en aumentar gradualmente la
viscosidad del sistema, reemplazando parcialmente la vaselina por aceites mas densos —
como el aceite de ricino— o incorporando ceras de punto de fusion moderado (parafina
solida, cera microcristalina). Estos ajustes permiten generar matrices mas densas y
estructuradas, reduciendo la movilidad interna de la feromonay ralentizando su liberacién
(Kommireddy et al., 2012; Li et al., 2021).
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Capitulo 4. Conclusiones

El presente capitulo sintetiza los principales resultados obtenidos y discute sus
implicancias para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de feromonas

aplicados al manejo de M. mutatus en plantaciones de Eucalyptus spp.

El objetivo especifico i) se cumplié mediante la formulacion y caracterizacion de
dispensadores monoliticos biodegradables que presentaron propiedades fisicoquimicas
adecuadas y perfiles de liberacion sostenidos de los compuestos feromonales,
compatibles con su aplicacion en condiciones de campo. El andlisis conjunto de los
parametros cinéticos y operativos permitié establecer que, en este tipo de sistemas, el
control de la liberacion inicial (Vi) constituye un criterio critico de desempefio, ya que
una descarga excesiva en los primeros dias conduce a una pérdida temprana del
compuesto activo y limita la vida atil del dispensador. En este contexto, se observo que
la estabilidad de la tasa de liberacién a lo largo del tiempo resulta mas relevante que
alcanzar valores maximos elevados, particularmente en aplicaciones de monitoreo y

disrupcion sexual prolongada.

Asimismo, los resultados evidenciaron que tanto los dispensadores monoliticos solidos
como las emulsiones presentan ventajas y desafios especificos. En los dispensadores
solidos, factores como la porosidad inducida por el tipo y porcentaje de relleno y, de
forma clave, el punto de fusién de la matriz formulada —que puede diferir del de sus
componentes puros debido a interacciones en la formulacion— resultaron determinantes
para lograr una liberacién efectiva y estable bajo condiciones de campo. En particular, el
uso de zeolita impregnada con feromonas mejoro significativamente el desempefio del
sistema, permitiendo una liberacidn no estrictamente Fickiana pero altamente controlada.
Este comportamiento pone de manifiesto que la zeolita actta no solo como relleno inerte,
sino como un encapsulante activo, capaz de adsorber y proteger la feromona,

amortiguando la liberaciéon inicial y modulando su difusion en el tiempo.

El objetivo especifico ii) se alcanz6 mediante los ensayos de campo, donde los
tratamientos asociados a dosis de disrupcion sexual (T3 y T4) mostraron una reduccién
significativa en las capturas y en el dafio observado, evidenciando la eficacia de la
feromona en plantaciones de Eucalyptus spp. En particular, el tratamiento T3 resulto

Optimo para la atraccion de hembras, destacandose el papel del 3-pentanol como
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componente clave. La reduccion del 71 % en el dafio a los troncos confirma la
interferencia en la localizacion del hospedero y en la oviposicion, incluso revirtiendo
tendencias previas de mayor afectacion en la parcela tratada. Estos hallazgos respaldan la
incorporacion de semioquimicos como componentes centrales dentro del manejo

integrado de plagas forestales.

El objetivo especifico iii) se abordd mediante la formulacion de sistemas fluidos
asperjables de la feromona de M. mutatus, que presentaron estabilidad y caracteristicas
adecuadas para su aplicacion, constituyendo una base para futuros estudios de validacion
a campo. Se evidencid que la polaridad y el punto de fusién de la matriz influyen en la
compatibilidad con la fase oleosa y en la liberaciéon de la feromona. En particular, la
vaselina liquida, de naturaleza altamente apolar, favorecio la miscibilidad con la fase
activa, permitiendo obtener emulsiones mas estables y un mejor perfil de liberacion,
incluso con menor carga de compuesto activo (Emulsion 2). Asimismo, el estado fisico
de la matriz resulté determinante, observandose un mejor desempefio en matrices liquidas

frente a sélidas.

Desde una perspectiva de innovacion, el presente trabajo aporta evidencia original sobre
la interaccion entre matriz, relleno y feromona en sistemas monoliticos biodegradables, y
constituye la primera demostracion experimental del uso de un dispensador Unico capaz
de integrar tres compuestos activos para la disrupcion sexual de M. mutatus. Este enfoque
representa un avance respecto a los sistemas tradicionales, que utilizan maultiples
dispensadores y materiales no biodegradables, y contribuye al desarrollo de tecnologias
de liberacion mas eficientes, sostenibles y compatibles con la operativa forestal a gran

escala.

A pesar de los avances alcanzados, se identificaron limitaciones relevantes para la
implementacidn operativa. En primer lugar, el punto de fusion del dispensador final no
debe ser inferior a 60 °C para asegurar su integridad estructural bajo condiciones
ambientales fluctuantes. En segundo lugar, los analisis fisicoquimicos mostraron que las
matrices pueden sufrir modificaciones durante su conformacion, por lo que la seleccion
de materiales debe considerar su estructura, polaridad y grupos funcionales, dado que
influyen directamente en la interaccion con la feromona y en su perfil de liberacion.
Finalmente, aunque la Emulsion 2 mostré un comportamiento prometedor en laboratorio,

aun no ha sido validada en campo, lo que limita la extrapolacion de su desempefio real.

69



Més alla de las consideraciones técnicas, los resultados obtenidos tienen implicancias
directas para el sector forestal. La posibilidad de reducir el dafio mediante técnicas no
quimicas, selectivas y ambientalmente amigables representa una alternativa valiosa frente
a estrategias tradicionales de manejo. La utilizacion de dispensadores biodegradables y
de bajo costo contribuye a modelos de produccion mas sostenibles y reduce la huella

ambiental de las intervenciones.

En conjunto, este trabajo sienta las bases para el desarrollo de herramientas feromonales
adaptadas a plantaciones de Eucalyptus spp. bajo condiciones productivas reales en

Uruguay.
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Anexos

En esta seccidn se incluyen las Figuras 30 a 41, que ilustran los resultados de los analisis
térmicos y estructurales realizados a los diferentes dispensadores de feromona y a las
materias primas empleadas. Las Figuras 30 a 39 corresponden a los termogramas
obtenidos por calorimetria diferencial de barrido (DSC), donde se evaluaron las
transiciones térmicas de los dispensadores D. Campo, D. Emulsiéon y D. 3fj, asi como de
sus respectivos blancos, permitiendo comparar el efecto de la incorporacion de feromonas
sobre la estabilidad térmica de las matrices. Por su parte, las Figuras 40 y 41 presentan
los difractogramas de rayos X de las muestras de zeolita y caolina, confirmando la
identidad mineral6gica y aportando informacion sobre su estructura cristalina. En
conjunto, estas figuras complementan la interpretacién de las propiedades fisicoquimicas

de los sistemas formulados y su potencial desempefio en la liberacién controlada de

feromonas
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Figura 30. Termograma correspondiente a la valoracion por DSC para dispensador D. Campo
conformado por matriz de Parafina PF 57 °C/ 0% caolina/2% de 3-pentanol.
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Figura 31. Termograma correspondiente a la valoracion por DSC para dispensador D. Campo
conformado por matriz de Parafina PF 57 °C/ 0% caolina/2% de aceite neutro (Blanco)
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Figura 32. Termograma correspondiente a la valoracion por DSC para dispensador D. Campo
conformado por matriz de Parafina PF 57 °C/ 30% caolina/2% de sulcatona.
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Figura 33. Termograma correspondiente a la valoracion por DSC para dispensador D. Campo
conformado por matriz de Parafina PF 57 °C/ 30% caolina/2% de aceite neutro(Blanco)
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Figura 34. Termograma correspondiente a la Valoracion por DSC para dispensador D. Campo
conformado por matriz de PEG 6000/ 30% caolina/2% de sulcatol
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Figura 35. Termograma correspondiente a la Valoracion por DSC para dispensador D. Campo
conformado por matriz de PEG 6000/ 30% caolina/2% de aceite neutro
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Figura 36. Termograma correspondiente a la Valoracion por DSC para dispensador D.Emulsion matriz de
Acido estedrico/ 30 % de caolina y2 % feromona encapsulada en relacion T3.
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Figura 37. Termograma correspondiente a la Valoracion por DSC para dispensador D.Emulsion matriz de
Acido estedrico/ 30 % de caolina y 2% de aceite neutro
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Figura 38. Termograma correspondiente a la Valoracién por DSC para dispensador D. 3fj matriz de Acido
estedrico/ 30 % de caolina y feromona incorporada directamente en relacién T3.
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Figura 39. Termograma correspondiente a la Valoracién por DSC para dispensador D. 3fj matriz de Acido
estedrico/ 30 % de caolina y 2% aceite neutro

Vi



70000

zeolita zsms.txt data - background
| zeolita zsm5.txt peaks

60000—

50000—

40000—

30000—

20000—

10000—]

[——000-44-0002 Mutinaite, syn

1200—

1000—

800—

600—

200—

. Uul l.w‘,l.mjl. MLM b by b,

L

200 300 40.0 50.0 60.0

00

Figura 40. Difractograma de rayos X de la muestra de zeolita analizada (linea negra) en comparacion con
el patron de referencia correspondiente (linea azul) obtenido de la base de datos PDF-4 (ICDD). Se
observa en verde solamente el patrén de referencia. La coincidencia en las posiciones e intensidades
relativas de los picos, permiten confirmar la presencia de una fase tipo clinoptilolita o mordenita en la
muestra
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Figura 41. Difractograma de rayos X de la muestra de zeolita analizada (linea negra) en comparacion con
el patrén de referencia correspondiente (linea naranja) obtenido de la base de datos PDF-4 (ICDD). Se
observa en violeta solamente el patron de referencia. La coincidencia en las posiciones e intensidades

relativas de los picos confirma la presencia de caolina como fase principal en la muestra analizada
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