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Del 1: Utforlig sammanfattning

The strawberry tortrix, Acleris comariana, is a destructive pest of strawberry in Sweden
and Denmark, for which no efficient control method is available. The aims of this
project were to identify the sex pheromone of this pest, to develop an efficient
pheromone-based trapping system for detection and monitoring, and also evaluate the
potential to use pheromone-based mating disruption for direct control of the species.
Using chemical and electrophysiological analyses, we identified the female-produced
pheromone as the single compound (E)-11,13-tetradecadienal (E11,13-14:Ald), and this
compound was very attractive to males when used in field experiments. We used traps
baited with £11,13-14:Ald to monitor the two flight periods of the pest in Swedish and
Danish strawberry fields. Catches in Danish fields were much lower compared to
Swedish fields and we decided to only use Swedish fields for the mating disruption
experiments during the following years of the project. No correlation between catches
of males and number of larvae in the next generation within fields was found. A
dispersal study where traps were placed within a crop field as well as 100 m or 400 m
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outside the field revealed that A. comariana has good dispersal capacity and can
probably easily move between neighboring fields. Placing traps at 1 m height versus
just above ground did not affect catches. During the last two years of the project, we
performed mating disruption experiments in Skéne where three fields each year were
divided into a control and a treatment plot, each 1 ha large and at least 250 m apart. In
each treatment plot, a 10 x 10 matrix of high-release dispensers was established with a
total dose of 14 g (2020) and 1.4 g (2021) of E11,13-14:Ald being applied. In both
years trap catches were drastically reduced (>97%) in treated plots compared to control
plots. In contrast, a corresponding reduction in larval numbers in the subsequent
generations was not achieved, most probably due to immigration of mated females,
which do not perceive the pheromone, into the relatively small treatment plots, which
constituted <10% of the total area of the experimental fields. Our data suggest that
mating disruption could be an efficient part of integrated pest management for 4.
comariana to increase yields in strawberry fields, but also the need for area-wide
implementation of the control tactic. More studies are needed to evaluate the effect of
mating disruption when whole fields are treated and the risk of immigration of mated
females is low.

Male Acleris comariana captured in trap equipped with rubber septum releasing the female-
produced sex pheromone of the species. Photo: Glenn Svensson
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Del 2: Rapporten (max 10 sidor)

Inledning

Manga insekter kommunicerar med flyktiga &mnen - feromoner. Hos nattfjérilar ar det
generellt sa att honan avger en artspecifik doft for att locka till sig hanar 6ver langa
avstand for parning. Redan da silkesfjérilens feromon identifierades 1959 inség
forskarsamhillet mojligheten att utnyttja dessa &mnen for detektion, 6vervakning och
kontroll av skadegorarande insekter. Eftersom allt fler traditionella insekticider forbjuds
inom EU krévs alternativa miljovanliga metoder for att reducera insekters angrepp pa
grodor. Feromonbaserade metoder for kontroll av skadeinsekter har manga fordelar
jamfort med traditionella vaxtskyddsmedel: de &r ogiftiga, artspecifika och paverkar inte
beteendet hos andra arter t.ex. nyttoinsekter sasom pollinerare eller naturliga fiender.
Den globala marknaden for feromoner okar stadigt (Witzgall et al., 2010) och beréknas
till drygt 6 miljarder USD ar 2025 (www.fortunebusinessinsights.com).
Parningsstorning anses vara den mest effektiva feromonbaserade kontrollmetoden mot
skadegdrande nattfjarilar. Hoga doser av syntetiskt feromon sprids ut i odlingen vilket
gor det svart for hanarna att hitta lockande honor och leder till farre parningar och férre
larver i ndsta generation. Idag anvdnds metoden i stor skala for kontroll av globalt
viktiga skadegdrare i frukt- och béarodling bl.a. vecklararterna Cydia pomonella,
Grapholita molesta och Lobesia botrana (Miller and Gut, 2015).

Svensk jordgubbsodling dr koncentrerad till landets s6dra delar och Skane
star for halften av bade produktionsytan och skorden. Odlingen star infér ménga
vaxtskyddsrelaterade utmaningar och en sédan ar fjérilsarten jordgubbsvecklare (Acleris
comariana, Figur 1a) som har blivit ett stort gissel for odlare i sddra Sverige och
Danmark (Lindhardt et al., 2003; Jordbruksverket, 2015). En nyligen publicerad studie
av danska odlingar visade att ~<95% av de insamlade vecklarlarverna var 4. comariana
(Sigsgaard et al., 2014). Denna skadegorare har tva flygperioder per &r, i juni-juli och i
september-november. Aggen som lidggs pa hosten dvervintrar och larverna klicker fram
under varen och dter da av blomknopparna pa jordgubbsplantan (Figur 1b), vilket
resulterar i smé eller deformerade bér som ratas av konsumenterna. Larverna som
forekommer under hosten éter endast pa bladen men bidrar till att populationen kan
tillviaxa till ndsta sdsong. Larverna &r svara att triffa med sprutvétska och forekommer
under lang tid i falten, vilket gor att de vixtskyddsmedel som finns tillgéingliga inte ar
optimalt anpassade for bekdmpning. Visuell inspektion av larver anvinds idag for att
Overvaka arten vilket &r bada tidsddande och begriansar mojligheten att folja
populationer over lang tid. Syftena med detta forskningsprojekt var att identifiera det
honproducerade sexualferomonet hos jordgubbsvecklaren, att utveckla en effektiv
feromonfilla for detektion och 6vervakning av arten, samt utviardera potentialen att
anvinda parningsstorning for direkt kontroll av skadegdraren i odlingen.




Figur 1: (A) Jordgubbsvecklare Acleris comariana pa jordgubbsblad, (B) skador
pa jordgubbsblomma orsakad av vecklaren.

Material och metoder

Identifiering av vecklarens sexualferomon:

Larver samlades in i falt under sommaren 2018 och placerades i klimatrum si att dessa
kunde forpuppas. De framklédckta vuxna fjéarilarna anvidndes sedan i elektrofysiologiska
och kemiska analyser. Den feromonproducerande korteln hos honorna, som sitter pa
yttersta bakkroppssegmentet, klipptes av och placerades i vial med heptan under 30
minuter sa att &mnena i korteln kunde extraheras ut i 16sningsmedlet. Darefter
injicerades extrakten i en gaskromatograf som separerar flyktiga substanser. Hélften av
provet skickades till maskinens detektor och hélften till en vecklarhanes antenn sé att vi
kunde méta vilken eller vilka &mnen i extrakten som antennen reagerade pa
elektrofysiologiskt. Extrakt injicerades sedan i en gaskromatografi kopplad till
masspektrometri for att kemiskt identifiera antenn-aktiva &mnen. Identifieringen av
feromonet verifierades via analyser med syntetisk kopia av kandidatimnet. Darefter
utfordes féllexperiment i félt for att studera hanarnas attraktion till kandidatsubstansen
och optimera dosen for fangst. Féllor inkdpta fran Csalomon (Budapest, Ungern) (n=5
per behandling) placerades i jordgubbsfalt pa 1 m hojd med hjilp av stangselstolpar och
med klisterbottnar for fingst. Fangsten i fallor betade med 100 pg av syntetisk kopia av
kandidatsubstansen och kontrollfdllor utan substansen jamfordes med t-test. Fangsten i
fallor betade med olika doser av substansen (1-1000 pg) jamfordes med Anova.

Analys av vecklarens flygperioder och tdthet i svenska och danska jordgubbsfilt:

Under aren 2019-2021 anvindes fallor fran Biobasiq (Sverige) for att studera fangst av

vecklarhanar. Under 2019 analyserades artens flygperioder och tithet i fyra filt vardera
i Danmark och Sverige for att f4 en uppfattning om var vi skulle utféra feromonbaserad
parningsstorning foljande ar. Fillorna vittjades varje vecka och beten byttes vart tredje

vecka. Dessutom inventerade vi larver av vecklaren 1 nésta generation och analyserade

hur vil data pa larvforekomst och fingst i féllorna korrelerade.
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Spridningsforsok och optimering av fillors hojd.:

Under 2019 utforde vi ett spridningsforsok pa vecklaren dér feromonfillor placerades
antingen 50 m in i félten fran dess yttre kant eller 100 m och 400 m utanfor féltet.
Endast ett filt anvdndes och ingen statistisk analys utfordes pga 1ag replikering.
Dessutom jadmforde vi fingst av hanar i féllor placerade 1 m ovan mark eller precis
ovanfor vegetationen (=30 cm) for att optimera fallmetodiken. Fangsten i fallor
placerade pé olika hojd jdmfordes med t-test.

Forsék med parningsstérning av vecklaren:

Under 2020-2021 utférdes bekdmpningsforsok via avgivning av syntetiskt feromon i
jordgubbsfilt. Under juni 2020 placerades feromonfallor i fem félt och baserat pa
fingsten av vecklaren under den forsta flygperioden av arten valdes tre av dessa ut for
bekdmpningsforsok under hosten (Viby, Legeved och Nymo). I varje filt etablerades
tva ytor pa 1 hektar (100 x 100 m) vardera som lag minst 250 m fran varandra och i
dessa placerades 4 feromonfillor for fingst av vecklarhanar. I en av ytorna placerades
dessutom en 10 x 10 matris av dispensrar for avgivning av syntetiskt feromon.
Dispensrarna var samma gummisepta som anvéindes som beten i féllor men dessa var
laddade med hogre dos feromon. I forsoket 2020 laddades varje dispenser med 68 mg
feromon (=6,8 g per ha) och tre veckor efter experimentets borjan placerades en ny
omgang dispensrar i filtet. Forsoket borjade 3 september och avslutades 19 november.
Under sommaren 2021 utfordes ytterligare ett experiment med parningsstorning med
samma design som det tidigare forsoket men med tio ganger lagre dos av feromon.
Forsoken utfordes i samma tre omraden men 1 narliggande falt jamfort de som anvéndes
2020. Dessa experiment borjade 16 juni och avslutades 2 augusti. For att utvdrdera
effekten av forsoken analyserade vi fingstdata och dessutom inventerade vi larver av
vecklaren i1 néstfoljande generationer under varen 2021 och sommaren 2021. Data pa
fingster och larvforekomster analyserades med generalised linear model.

Resultat och diskussion

De elektrofysiologiska analyserna visade antennrespons hos vecklarhanar till endast ett
amne i kortelextrakt fran honor (Figur 2a) och detta amne kunde via kemisk analys
identifieras som (£)-11,13-tetradekadienal (£11,13-14:Ald). Starkt antennsvar
observerades nér antenner stimulerades med syntetiskt £11,13-14:Ald. Trots att
kortelextrakt innehodll andra &mnen som rapporterats vara del av feromonet hos andra
Acleris-arter s& observerades inga antennsvar till dessa. I faltforsoken attraherades stora
méngder vecklarhanar till fallor betade med £11,13-14:Ald medan inga vecklare
fingades i1 kontrollfdllor (Figur 2b). Fangsten dkade signifikant med 6kad dos av &mnet
och baserat pa dessa data s anvindes 100 pg i beten i samtliga experiment senare ar.

2022-07-22



1204
A a B

1004

FID 1 :S 80
wi

\_\JL/\MM\«J\/\ fl "
* 2
EAD 1 %D

5 40

_.___N‘\_,W‘\/\A—\MM N

d 0
Ti F11,13-14:Ald 100
Dos (pg)

Figur 2: (A) Antennrespons hos hane av jordgubbsvecklaren (EAD) vid stimulering av en substans (*) i
kortelextrakt fran vecklarhona (FID) som identifierades som (E)-11,13-tetradekadienal (E€11,13-14:Ald). (B) Fangst
av vecklarhanar i fallor betade med £11,13-14:Ald (t-test; p<0,001).
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Figur 3: Flygfenologi hos jordgubbsvecklaren i Viby 2019 (odrivet falt med Malwina) baserat pa fangster av hanar i
feromonfallor. Den forsta flygperioden 6verlappar med blomning och barproduktion av jordgubbar.

Fangstdata med feromonfillor fran 2019 visade att vecklaren har tva distinkta och 14nga
flygperioder. Den forsta intrdffar i juni-juli och den andra i september-november (Figur
3). Fangsterna visade ocksa att arten har storre populationer i de undersokta falten i
Skéne jamfort Danmark (Figur 4a). Baserat pa dessa data bestimde vi att utféra
experiment med parningsstorning enbart i Skdne under néstfoljande ar. Vi kunde inte
hitta ndgot samband mellan fangst i feromonféllor och férekomst av larver i
nistfoljande generation (Figur 4a). Spridningsexperimentet visade att vecklaren verkar
ha en bra spridningsforméga och kan létt flyga flera hundratals meter. Darmed finns
risken att parade honor kan flyga mellan falt och lidgga 4gg trots att vissa falt &r
behandlade med feromon (se nedan). Fangsten paverkades inte om féllan var placerad 1
m ovan mark eller precis ovanfor vegetationen (Figur 4c).
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Figur 4: (A) Relation mellan fallfangst av hanar av jordgubbsvecklaren och larvférekomst i nastféljande generation i
4 danska och 4 svenska jordgubbsfalt. Hogre tathet av arten observerades i svenska falt men ingen signifikant
korrelation fanns mellan fangst och larvférekomst (p>0,05). (B) Fangst av vecklarhanar i feromonfallor placerade
50 min i ett falt eller 200 m och 400 utanfor faltet. (C) Fangst av vecklarhanar i feromonfallor placerade precis
ovanfor vegetationen (laga) eller pa 1 m hojd (hoga) (t-test: p>0,05).

Forsoken med parningsstorning visade att metoden har stor potential att pa ett effektivt
och miljovinligt sétt kontrollera vecklaren men att det finns en del utmaningar.
Substansen E£11,13-14:Ald har endast rapporterats som feromon hos arter inom sliktet
Acleris (Gray et al., 1996; Gries et al., 1994; Liu & Meng, 2002; 2003; Schwarz et al.,
1983) vilket gor att marknaden for substansen ér begransad. Dérfor dr &mnet 1 nuldget
mycket dyrt att kopa. Med en begrinsad projektbudget sé tvingades vi att anvinda
relativt 1dga doser i vara forsok jamfort med de flesta liknande studier pa vecklararter
som dr skadegorare i jordbruket. Trots detta lyckades vi drastiskt reducera fingsterna i
feromonbehandlade ytor jimfort kontrollytor. I det forsta experimentet under hdsten
2020 fangades ca 12000 hanar i kontrollytorna men endast 7 hanar i de feromon-
behandlade ytorna och detta med endast 14 g feromon applicerat per félt (Figur 5a). Vi
fick néstan lika bra resultat under det andra forsoket 2021 da vi anvinde 1,4 g feromon
per filt d.v.s. tio ginger lagre dos jamfort tidigare ar. Totalt fingades 6187 hanar i
kontrollytor och 123 hanar i feromonbehandlade ytor (Figur 5b). Jordgubbsvecklaren
verkar siledes kunna bekdmpas effektivt med mycket ldga doser aktiv substans per ha.
Om vecklarhanar inte lyckas hitta en félla dr det en stark indikation pé att de inte heller
lyckas hitta en lockande hona, som ju avger betydligt mindre feromonméngder dn en
falla.

Var andra metod for att utvédrdera effekten av feromonbehandlingen,
inventering av vecklarlarver, gav tyvirr inte samma lovande resultat d& vi inte fann
nagon skillnad i antal larver i behandlade ytor jamfort med kontrollytor (Figur 6a-b).
Vara resultat, med mycket bra effekt pd fallfingst men utebliven effekt pa larvantal,
eller skador pd grodorna i nésta generation, ar ganska vanliga i liknande
forskningsprojekt med smaskaliga studier pa feromonbaserad parningsstérning da en
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liten del av en skadegorares habitat feromonbehandlas (Kerns, 2000; Mori & Evenden,
2015; Svensson et al., 2018). Jordgubbsfilt i Skéne ar stora (oftast >10 ha) och med
begrdnsad budget for inkop av stora méngder £11,13-14:Ald kunde vi endast behandla
1 ha per filt vilket motsvarade <10% av ytan. Honor av jordgubbsvecklaren kan inte
detektera sitt eget feromon och dirfor stors de inte av hdga doser av substansen. Véar
hypotes ér dérfor att honor parade sig i 6vriga delen av filtet dar hanarnas doftstyrda
attraktion till honor var intakt (=mycket hoga fangster i fillor) och sedan fordelade de
sina dgg jadmnt over faltet, inklusive den behandlade ytan. Detta beteende resulterade i
lika ménga larvar i ndsta generation i behandlade ytor som i obehandlade, vilket visar pa
vikten att man feromonbehandlar hela filt for att metoden ska fungera effektivt (vilket
man saklart gor om metoden borjar anvdndas av odlare). Artens mojlighet att sprida sig
till nérliggande jordgubbsfilt visar ocksa pa vikten att samtliga félt i ett omrade maste
feromonbehandlas for att uppné en god effekt.
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Figur 5: Fangst av jordgubbsvecklare i ytor med eller utan behandling med syntetiskt feromon i experiment
med parningsstorning under hdsten 2020 (A) och sommaren 2021 (B). Fangsterna reducerades >97% i
behandlade jamfért obehandlade ytor (p<0,001).
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Figur 6: Forekomst av vecklarlarver i ytor med eller utan behandling med syntetiskt feromon i experiment
med parningsstérning under hosten 2020 (A) och sommaren 2021 (B). Ingen skillnad i larvférekomst mellan
behandlade jamfort obehandlade ytor observerades i dessa experiment.
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Slutsatser

Resultaten fran detta projekt indikerar att feromonbaserad parningsstorning kan vara en
effektiv metod for miljovénlig bekdmpning av jordgubbsvecklaren i jordgubbsodling,
men forsok i storre skala behover utforas for att slutgiltigt utvardera metoden. I véara
forsok behandlades ca 10% av félten och honor kunde para sig i den resterande ytan och
dérefter flyga in i den behandlade ytan och liagga dgg, vilket resulterade i hoga
forekomster av larver i nista generation dven i behandlade ytor. Férhoppningsvis nas
optimal effekt av kontrollmetoden om hela filt behandlas. I vara forsok anvandes
mycket 1aga doser feromon jamfort med liknande studier, men med mycket stor
reduktion i fallfangst. I andra studier pa skadegorande vecklararter har det krévts
betydligt hogre doser feromon for att uppna samma effekt pa fallfangst som i vér studie
eller sa har liknande doser som i detta projekt anvdnts men med sdmre storningseffekt
(Ilichev et al., 2006; Miller et al., 2019; Navrozidis et al., 2005; Suckling et al., 2012;
Trimble et al., 2003). Feromonet ar for ndrvarande dyrt att kopa men om produktionen
skalas upp s& kommer priset att sjunka. Eftersom arten har tva flygperioder som béda &r
flera veckor langa sd kommer bekdmpningen paga under lang tid per sdsong.
Bekidmpningen kunde mdjligen begrénsas till den andra generationen varje r som
flyger pa hosten. Om metoden &r effektiv sa skulle antalet larver under néstfoljande vér
reduceras och dédrmed &ven skadorna pa blommorna vilket skulle gynna bérskorden.

En annan aspekt dr hur feromonet ska spridas i filten pé ett tidseffektivt
satt. For avgivning av feromonet i detta projekt var tanken att anvinda tekniken
Specialized Pheromone & Lure Application Technology (SPLAT) dér aktiva @mnen
bakas in i vax som kan appliceras direkt pa vegetationen och dessutom ar UV- och
regnbestindigt och bryts ner naturligt i miljon. Punktkéllorna kan varieras i form och
storlek vilket gor systemet flexibelt och kan anpassas till varje skadegorare och groda.
SPLAT produceras av foretaget ISCA i Kalifornien, men p.g.a. Corona-pandemin var
produktionen av detta dispensersystem ytterst osdker infor parningsstorningsforsoken
2020 och vi bestimde att istédllet anvénda traditionella gummisepta som dispenser for
avgivning. Gummisepta anvéindes dven i forsoken 2021 {or att kunna jimfora data
mellan &r. I framtida forsok med parningsstorning rekommenderar vi att SPLAT
anvinds och tithet och styrka pa punktkéllor behdver analyseras for att optimera
storningseffekten pa vecklarna. SPLAT kan spridas bakom en traktor vilket gor
systemet optimalt for spridning av feromon dver stora ytor.

Nytta for niaringen och rekommendationer

Jordgubbsvecklaren har varit ett gissel i odlingen de senaste dren och problemet lar 6ka
med ett framtida varmare klimat. Det finns for nidrvarande inte ndgon effektiv metod att
kontrollera arten. Feromonbaserad parningsstorning dr ett attraktivt alternativ till
traditionell bekdmpning eftersom feromoner ar ogiftiga, 14tt nedbrytbara och extremt
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selektiva vilket gor att andra insekter t.ex. pollinatorer och naturliga fiender till
skadeinsekter inte paverkas negativt av behandlingen. I vara forsok med
parningsstorning, dér vi anvinde forhallandevis laga doser av det aktiva dmnet,
reducerades fingsten av vecklarhanar med 97-100% i feromonbehandlade ytor jAmfort
med kontrollytor i samma falt, vilket indikerar en mycket stark storningseftekt.
Dessvirre kunde vi inte observera farre larver i behandlade ytor i nésta generation och
detta tror vi beror pé att honor kan para sig i 6vriga delen av faltet eller i nirliggande
filt, och sedan flyga in och lagga dgg i behandlade ytor. Vad som krévs ir att hela falt
feromonbehandlas och att dven filt i omgivande landskap behandlas, for att effektiv
bekdampning ska uppnas. Samma princip har fungerat nir det géller feromonbaserad
kontroll av dppelvecklaren Cydia pomonella. Artens feromon har exempelvis anvénts i
samtliga dppelodlingar runt Vanern med mycket bra resultat (Magnus Engstedt,
tradgardskonsult). De smaskaliga forsok som utforts inom detta projekt dr lovande och
vi kommer att fran olika finansidrer soka medel for fortsatta, mer storskaliga, forsok
med parningsstorning pa jordgubbsvecklaren for att f4 en béttre uppfattning om hur
effektiv metoden kan bli.

Vi tackar de jordgubbsodlare som stillt upp med falt for véra forsok (Mats Olsson,
Gerth Einarsson and K.G. Paulsson) samt Chandra Venables och Linda-Marie
Rénnbéck for hjélp med féltarbete. Vi tackar &ven Hushallningssillskapet for att vi fick
anvinda deras licens for undantag for anvdndning av pesticider i forskningssyfte nér vi
utforde parningsstorningsforsoken. Fredrik Andersson och Erik Hedenstrom vid
Mittuniversitetet i Sundsvall syntetiserade viss mangd av £11,13-14:Ald for forsoken,
medan resterande méingd av substansen koptes frdn Pherobank (Holland).
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