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ESTUDO DA REPRODUACAO EM Grapholita molesta (BUSCK) (LEPIDOPTERA:
TORTRICIDAE) - COM ENFASE NA MORFOLOGIA DOS ORGAOS INTERNOS
E NO COMPORTAMENTO'

Autor: Rosana Matos de Morais
Orientadora: Dra. Luiza Rodrigues Redaelli
Co-orientador: Dr. Josué Sant’ Ana

RESUMO

Grapholita molesta ¢ um tortricideo de origem asiatica, que tem como principais
hospedeiros, espécies de rosaceas. Neste estudo foram avaliadas as alteragdes morfologicas
nos orgdos reprodutivos de machos e fémeas de G. molesta de um e oito dias de idade,
virgens ¢ acasalados. As implicagdes da idade, do numero de acasalamentos e do
comportamento poligdmico na performance reprodutiva de G. molesta também foram
estudadas. No sistema reprodutivo das fémeas a bolsa copuladora, ovidutos, receptaculo
seminal e ovarios foram as estruturas que sofreram significativas modificacdes em funcao
da idade e/ou status de copula. Nos machos, tais fatores levaram a altera¢des nos testiculos,
vasos deferentes, vesicula seminal, glandula dos dutos e dutos ejaculatérios. O
comportamento polidndrico ndo elevou as médias de fecundidade, fertilidade e longevidade
das fémeas, assim como o poliginico foi desvantajoso ao macho, apenas por este nao
conseguir copular com todas as fémeas oferecidas. Os machos mantiveram o mesmo
sucesso reprodutivo apos quatro copulas consecutivas, apesar de na primeira transferirem
um espermatdforo maior. Fémeas copuladas por machos ja acasalados foram mais
receptivas em novos pareamentos, do que as fertilizadas por machos virgens, sem alterar a
duracdo do periodo refratario. A fecundidade, fertilidade e longevidade das fémeas nao se
alteraram quando estas copularam uma ou varias vezes ao longo da vida. O avango da idade
do casal foi um fator que contribuiu para a queda nas taxas das variaveis reprodutivas
avaliadas. Os resultados apontam que a capacidade de reproducdo de G. molesta alterou-se
minimamente diante dos fatores analisados, ressaltando assim, o elevado potencial bidtico
da espécie.

'Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (76p.) Agosto de 2009.
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STUDY OF THE REPRODUCTION OF IN Grapholita molesta (BUSCK)
(LEPIDOPTERA: TORTRICIDAE) - WITH EMPHASIS IN THE MORPHOLOGY
OF INTERNAL ORGANS AND BEHAVIOR'

Author: Rosana Matos de Morais
Advisor: Dra. Luiza Rodrigues Redaelli
Co-advisor: Dr. Josué Sant’Ana

ABSTRACT

Grapholita molesta is an Asian totricidean that has rosacean species as one of its
main hosts. In the present study morphological modifications in reproductive organs of
males and females of G. molesta were evaluated in individuals of one and eight days of age,
virgin and non-virgin. The implications of age, number of copulas, and polygamic behavior
in the reproductive performance of G. molesta were also studied. In the reproductive
system of the females the copulatory pouch, oviducts, sperm receptacle, and ovaries
presented significant modifications according to the age and/or copula status. While in
males, these factors led to alterations of the testicles, deferent ducts, seminal vesicles,
ejaculatory ducts and its glands. The polyandric behavior did not increased mean fecundity,
fertility, and longevity of the females, and the polyginic behavior presented disadvantages
for the males, since they could not copulate with all available females. Males kept the same
reproductive success after four consecutive copulas, but in the first they transferred a larger
spermatophore. Females copulated by males that have had a copula before were more
receptive when paired with other males, in comparison with females fertilized by virgin
males. No alteration in length of the refractory period was observed. Fecundity, fertility,
and longevity of the females were not altered when they copulated one or several times
during the life cycle. The rates of the reproductive variables evaluated decreased with an
increase in the age of the couple. The results demonstrate that the reproductive capacity in
G. molesta presented minimum alteration in relation to the factors analyzed here,
highlighting the elevated biotic potential of the species.

"Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (76p.), August, 2009.
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1 INTRODUCAO

A mariposa-oriental, Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae), ¢ uma
das principais pragas das culturas da macieira e do pessegueiro no Brasil. O controle deste
inseto tem sido realizado, principalmente, através do emprego de inseticidas sintéticos, com
énfase nos fosforados, o que resulta em riscos sobre a saide dos aplicadores e na
possibilidade de contaminagdo dos frutos e do ambiente. Além disso, tal medida de controle
pode oferecer risco a aceitabilidade do produto no mercado externo, visto que nos ultimos
anos a Unido Européia tem feito maiores restricoes a presenca de residuos nos frutos
importados, impondo barreiras cada vez mais rigidas.

Neste contexto, a utilizagdo dos feromdnios sexuais sintéticos surgiu como uma
alternativa adotada em diversos pomares brasileiros, representando uma importante
ferramenta para monitoramento e controle, por meio da técnica de confusdo sexual. Tal
medida permite uma produgdo com menor impacto ao ambiente, que atende a demanda do
mercado, especialmente quando se fala da maca, que ¢ um dos frutos brasileiros atualmente
mais exportados.

Tendo em vista o emprego de técnicas comportamentais de controle, passa a existir
a necessidade de um conhecimento maior com relagdo a capacidade de reproducao destes

insetos. Visto que, mesmo com a extensa utilizagdo desta medida de supressdo



populacional, pouco se sabe sobre as estratégias de acasalamento e o potencial de
reproducgdo de G. molesta.

Trabalhos que elucidem a influéncia das caracteristicas comportamentais na
ocorréncia, distribui¢do e flutuagdo populacional da mariposa-oriental, podem fornecer
subsidios, que auxiliem na interpretacdo dos resultados provenientes do campo,
possibilitando assim, maior adequag¢do e confiabilidade na utilizagdo do controle
comportamental, colaborando no aprimoramento do uso desta ferramenta no manejo da
praga.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivos gerais verificar as implicagdes
do comportamento poligadmico, do status de copula e da idade dos individuos de G. molesta
em variaveis de reproducdo, bem como, avaliar a influéncia dos ultimos fatores no sistema

reprodutivo de machos e fémeas, através da descri¢do morfoldgica das estruturas internas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Distribui¢io, importancia econdémica, monitoramento e controle de G.

molesta

Grapholita molesta (Busck), conhecida como “mariposa-oriental”, ¢ originaria do
continente asiatico (Gonzalez, 1989), no entanto, hoje ¢ considerada uma praga
cosmopolita, presente em diversas regides agricolas do mundo onde se cultivam rosaceas,
seus principais hospedeiros (Salles, 2000). No Brasil, foi registrada no Rio Grande do Sul,
em 1929 (Silva et al., 1968), de onde se expandiu para os demais estados, sendo referida
principalmente para a regido centro-sul do Pais, grande produtora de frutas de carogo
(Salles, 1998) e maca (Mello, 2001).

Dentre as frutiferas de carogo, o pessegueiro possui uma posi¢do de destaque no
mercado mundial. No Brasil, o abastecimento provém de cinco pdlos de produgdo: Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul (Madail, 1998). O Rio
Grande do Sul (RS) ¢ o principal produtor de péssegos, representando em torno de 50% do
volume nacional, concentrado numa area de aproximadamente 14 mil hectares. O Estado ¢
constituido por trés regides de producao: a metade sul, que compreende 29 municipios e

concentra mais de 90% da producdo, destinada ao processamento industrial; a da grande



Porto Alegre, composta por nove municipios, que produz parte dos péssegos para consumo
in natura; ¢ o da serra gaucha, com 32 municipios fornecedores de frutos para mesa (Protas
& Madail, 2003; SIDRA, 2009). Na regido da serra do RS, as principais cultivares sao as de
polpa branca, com destaque para Chiripa, Chimarrita e Marli (Jodo, 2004).

O cultivo de macieiras do Brasil ocupa uma area em torno de 37 mil hectares, que
resultou numa produgdo de 1.115.379 toneladas na safra de 2007 (SIDRA, 2009). Dentre os
frutos de clima temperado, a mag¢a ¢ o mais importante, tanto no contexto internacional,
quanto no brasileiro e ¢ comercializada principalmente in natura (Mello, 2001).

A regido Sul concentra 99% da produgdo brasileira de macas. No RS, os municipios
de maior producao, na safra 2007/2008, foram Vacaria (215 mil t), Caxias do Sul (49 mil t)
e Bom Jesus (32 mil t) (AGAPOMI, 2009).

Grapholita molesta provoca injurias a planta, exclusivamente, durante a fase larval. A
lagarta perfura os brotos novos, nao lignificados, ou o peciolo da folha, migrando para os
ramos principais, onde constrdi galerias, através do consumo da parte interna do ramo,
provocando murchamento e deformagdes (Grellmann & Loeck, 1992). A lagarta pode
atacar de dois a quatro ponteiros, fazendo uma galeria de cima para baixo e deixando
excrementos apenas na entrada desta (Salles, 2000). Ocorre ainda o secamento do ponteiro
e exsudagdo de resina pelo orificio de entrada da lagarta (Lorenzato, 1988). Para as plantas
jovens, durante a primeira e a segunda brotacdo, estes danos tornam-se ainda mais
relevantes, por provocarem perda na dominancia apical do ramo, o que acarreta a emissao

de brotagdes laterais, prejudicando a arquitetura da planta (Monteiro & Hickel, 2004).



No péssego, as lagartas penetram principalmente na area da base fruto, proéximo a
cavidade peduncular, perfurando uma galeria em dire¢do ao centro, em torno do carogo
(Salles, 2000). No entanto, a infestagdo pode ocorrer inicialmente em outras partes do fruto,
conforme evidenciado por Rosenthal & Loeck (1994). Devido aos danos, os frutos ficam
murchos € caem prematuramente, tornando-se imprestaveis para a comercializagdo

(Monteiro & Hickel, 2004).

De acordo com Salles (1998), as lagartas de G. molesta atacam péssegos verdes ou
em vias de maturagdo, mas ndo maduros. Souza et al. (2000), em estudo realizado em
Caldas, Minas Gerais, observaram que os danos em pessegueiro ocorrem durante a fase de
brotagdo dos ramos e inicio da maturagdo dos frutos, sendo os ultimos mais atingidos. Na
macieira, a lagarta alimenta-se nos brotos, ocasionando o secamento dos ponteiros e
paralisacdo do desenvolvimento da planta; enquanto nos frutos, o ataque do inseto causa
murchamento e queda prematura dos mesmos (Bleicher & Bender, 1986).

Atualmente, iscas feromonais sintéticas vém sendo utilizadas por produtores para o
monitoramento de adultos de G. molesta no campo. O feromoénio sexual de G. molesta ¢
composto pelas substancias Z-e E-8-acetato de dodecenila, numa propor¢ao de 12:1 (Linn
et al, 1991). A armadilha ¢ mantida no pomar do inicio da brotagdo até a colheita, a uma
altura de 1,7 m do nivel do solo e em local livre de ramos que possam interferir na captura
dos insetos. Para o controle do inseto, utiliza-se normalmente, de uma a duas armadilhas
por hectare, substituindo-se as capsulas com feroménio a cada sete semanas, e
estabelecendo como nivel de controle a captura de 20 machos/armadilha/semana (Botton et

al., 2005).



A partir da safra 2004/5, teve inicio o emprego de feromdnio sexual sintético
(Biolita® e Splat Grappho®) com o objetivo de reduzir o crescimento populacional por
meio da técnica de confusdo sexual. Esta forma de controle consiste na liberacdo de uma
grande quantidade de feromonio sexual sintético da fémea no pomar, dificultando a
orientacdo do macho na busca de parceiras para o acasalamento e diminuindo,
conseqiientemente, o nimero de copulas (Cardé & Minks, 1995). Esta técnica apresenta
eficacia comprovada no controle de G. molesta no sul do Pais, em pomares de pessegueiros
(Salles & Marini, 1989) e de macieiras (Monteiro et al., 2008), assim como ja registrado
anteriormente em macieiras nos Estados Unidos da América (Kovanci ef al., 2005).

Nao se conhece exatamente como a orientagcdo do inseto ¢ comprometida na confusao
sexual. No entanto, sabe-se que a percepcao quimica de machos fica prejudicada quando
estes ficam continuamente expostos a altas dosagens do feroménio sexual de fémeas,
provocando saturag@o dos receptores das antenas. Esta continua presenga do composto no
meio faz com que haja uma desorientagdo na linha de voo de machos, impedindo o

encontro com as fémeas e, conseqiientemente, a copula (Cardé & Minks, 1995).

2.2 Aspectos biologicos de G. molesta

Os adultos de G. molesta apresentam cerca de 12 mm de envergadura e coloracdo
pardo-escuro-acizentada. Possuem habitos crepusculares e longevidade em torno de 15 dias
a 26 °C (Grellmann et al., 1991). Os ovos tém cerca de 0,7 mm de didmetro e formato de
discos, ligeiramente convexos e esbranquicados (Monteiro & Hickel, 2004). Sao
depositados isoladamente na face inferior das folhas novas, nas brotacdes e nos frutos,

possuindo um periodo de incubac¢do que varia de trés a cinco dias, quando mantidos a



temperatura de 20 e 30 °C respectivamente, fotofase de 14 horas e 75% de umidade
(Grellmann et al., 1991).

As lagartas apresentam cabega preta e sdo branco-acinzentadas durante os trés
primeiros instares, tornando-se branco-rosadas nos dois ultimos, quando atingem de 12 a 14
mm de comprimento. As pupas ficam abrigadas em casulos de seda e permanecem,
geralmente, em fendas da casca dos troncos e ramos, no pedunculo dos frutos ou em
detritos do solo, sob a copa da planta. Apresentam colora¢do castanha e medem,
aproximadamente, 6 mm de comprimento (Salles, 2000; Monteiro & Hickel, 2004). O
periodo larval dura de 11 a 21 dias e a fase de pupa, normalmente, de 9 a 12, quando
condicionadas a 30 e 20 °C, respectivamente, umidade relativa de 75% e fotofase de 14
horas (Grellmann et al., 1991). A duragdo de cada estidgio de desenvolvimento depende
principalmente da temperatura, havendo assim, uma relag@o inversa entre esta € o nimero
de dias para completar o ciclo de vida.

Segundo Sarai (1970), lagartas de G. molesta podem entrar em diapausa quando
submetidas, nos primeiros instares, as fotofases de 11 e 13 horas e temperaturas entre 21 a
26 °C. O desenvolvimento ¢ totalmente paralisado com temperaturas abaixo de 9 °C, sendo
esta a temperatura minima para o inseto completar seu ciclo (Grellmann et al., 1991).

O comportamento de voo também ¢ dependente da temperatura, sendo necessario, no
minimo 16 °C para o seu inicio. No Rio Grande do Sul, a atividade de v6o ocorre no
periodo de setembro a abril, podendo haver até sete geragdes por ano agricola, sendo quatro

a cinco destas realizadas no periodo vegetativo do pessegueiro (Grellmann & Loeck, 1992).



2.3 Comportamento reprodutivo de G. molesta

O comportamento de acasalamento e corte em G. molesta ¢ desencadeado com a
liberacdo do feromodnio sexual das fémeas (Baker & Cardé, 1979a). A periodicidade do
chamamento da fémea ¢ determinada por fatores enddgenos, podendo também ser
influenciada pelo fotoperiodo e variacao de temperatura. Temperaturas elevadas, em torno
de 31 °C, podem gerar um retardamento ou até mesmo supressao no inicio do chamamento
(Baker & Cardé, 1979b). A resposta do macho € caracterizada, inicialmente, por vibragdes
continuas das asas, curvatura do abdome para cima e para baixo, e curtos saltos ou voos
(Dustan, 1964). Inclui ainda, a exibi¢cdo de tufos de pélos presentes no final do abdome do
macho, que atrai a fémea, devido a estimulos quimicos e visuais, a uma distancia de 1 a 2
cm (Baker & Card¢, 1979a). O estimulo quimico ¢ devido a liberagdo de substancias pelo
macho, presentes no tufo de pélos do abdome, identificadas como um mistura de trans-etil
cinamato e metil 1-2 jasmonato (Nishida et al., 1982).

Os machos podem demonstrar plasticidade no comportamento em condigdes de
competicdo, utilizando-se de diferenciadas estratégias pelo acesso a fémea. Quando postos
machos em uma arena, em tempos distintos, o ultimo a entrar em contato com a fémea
inicialmente ndo apresenta o comportamento de eversdo de pélos do abdome e ainda
aproveita-se da atracdo da fémea pelo primeiro macho, interceptando-a antes que ela
aproxime-se deste. Outra estratégia utilizada pelo ultimo macho ¢ de mimetizar uma fémea,
tocando o abdome do primeiro com as antenas, € sO posteriormente, realizar a sua propria
exibicdo de pélos. Em grande parte das observagdes, o ultimo macho a entrar em contato

com a fémea foi o que apresentou maior sucesso de copula (Baker, 1983).



Durante a copula (Figura 1A), o casal raramente se move, € ocorre geralmente a
transferéncia de apenas um espermatoforo (Figura 1B) por copula. Deste modo, o exame da
bolsa copuladora permite avaliar o nimero de vezes que a fémea foi acasalada. O sucesso
reprodutivo, geralmente, ¢ verificado em maior nlimero nas mariposas que mantém um
tempo de copula mais longo, podendo este variar de 1 a 29,3 minutos (Dustan, 1964).

A maioria das copulas ocorre no periodo entre a metade da tarde e o inicio da
escotofase. Em geral, o periodo de acasalamento inicia nas primeiras 24 horas apos a
emergéncia e coincide com o voo didrio e o periodo de deposi¢ao dos ovos. Durante a
primeira semana de vida, copulam, em média, uma vez por dia, sendo as fémeas virgens

preferidas para copula (Dustan, 1964).

01mm

FIGURA 1- Grapholita molesta: casal de em copula (A) e espermatoforo (B).

2.4 Aspectos da morfologia e fisiologia reprodutiva de Lepidoptera - Tortricidae
A morfologia interna e a fisiologia do sistema reprodutivo de G. molesta ainda nao
sdo conhecidas, porém, em outros tortricideos como Laspeyresia (=Cydia) pomonella
(Linnaeus) (Walker et al., 1967), Laspeyresia caryana (Fitch) (Ferro & Akre, 1975) e

Choristoneura fumiferana (Clemens) estes aspectos ja foram devidamente descritos. Dentre
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as espécies citadas, C. fumiferana é quem detém o maior numero de estudos, ndo apenas de
carater morfoldgico, mas também quanto a histologia do sistema reprodutivo interno de
machos e fémeas (Outram, 1970; 1971).

Além desta, em familias como Gelechiidae, representada por Pectinophora
gossypiella (Saunders) (Wellso & Adkisson, 1962) e Noctuidae por Heliothis zea (Boddie)
(Callahan & Cascio, 1963) e por Pseudaletia separata Walker (He et al., 1995), a estrutura
e o funcionamento do sistema reprodutivo ja sdo conhecidos.

O sistema reprodutivo de Tortricidae ¢ bastante semelhante ao encontrado nos demais
lepidopteros. Os machos, no penultimo instar larval, possuem os dois testiculos separados,
formados, cada um deles, por quatro foliculos, os quais se conectam a um par de vasos
deferentes. A fusdo dos dois testiculos em uma tnica estrutura ¢ observada na passagem da
fase de larva para pupa. No ultimo instar s3o encontrados espermatdcitos em maior nimero
€ poucas espermatogdnias, assim como ja ocorre a producdo de eupirene e apirene, células
que fazem parte do esperma de lepidopteros cumprindo diferentes fungdes na reprodugao.
Eupirene ¢ nucleada e responsavel pela fertilizagdo dos ovos, enquanto, apirene ¢ anucleada
e sua funcdo ainda estd em estudo, sendo a movimentagao e a nutri¢ao de eupirene uma das
atribui¢des propostas para este grupo de células (Friedldnder, 1997; Fernandez & Cruz-
Landim, 2005).

Durante a fase adulta, todas as etapas da espermatogénese sao evidenciadas, desde a
formagdo de espermatogonia até a espermatozoa (Benz, 1991). Em alguns lepiddpteros, a
liberagcdo de esperma dos testiculos ja ocorre no momento da emergéncia. Antes deste

evento, a liberagdo ¢ inibida pela alta concentracdo de ecdisterdides na hemolinfa. Apos a
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emergeéncia, o nivel desses diminui e a liberagdo passa a ser regulada pelo ritmo cicardiano
de cada espécie de inseto (Chapman, 1998).

As células espermaticas partem dos testiculos, percorrendo os pares de vasos
deferentes e as vesiculas seminais, até chegarem ao ducto ejaculatorio duplo, onde recebem
substancias que auxiliardo na formacdo do espermatoforo, secretadas pelas glandulas
acessorias. Deste ponto em diante, o esperma transita pelo ducto ejaculatério simples
(Snodgrass, 1994). Conforme Outram (1970), em C. fumiferana, o ducto ejaculatorio
simples pode ser dividido em parte primaria, que se liga ao ducto ejaculatério duplo e,
porg¢ao caudal ou cuticular, a qual tem término no edeago. A primeira parte, onde se inicia a
producdao do espermatdforo, € constituida por sete secgdes morfologicamente distintas,
demarcadas por constricdes do ducto, porém histologicamente similares. A porcao
cuticular, conhecida como uma area de musculo constritor ¢ formada por fibras
longitudinais mais grossas derivadas da primeira parte, que se reorientam circularmente,
funcionam na modulagdo do espermatoforo, (Outram, 1970). Segundo Chapman (1998),
espermatoforos de lepidopteros sdo inteiramente formados apos entrarem em contato com o
ducto feminino. No entanto, em estudo realizado com L. pomonella, Ferro & Akre (1975)
evidenciaram que espermatoforos normais sdo produzidos independente de alguma
secre¢ao produzida pela fémea.

Durante a copula o espermatoforo € transferido para a fémea. Em alguns grupos de
insetos a abertura utilizada no processo copulatdrio ¢ a mesma da oviposi¢do, situada no
nono segmento do abdome. Porém nos tortricideos, assim como na maioria dos
lepidopteros, as fémeas possuem a abertura copulatdria localizada no oitavo segmento, que

serve de acesso a bolsa copuladora (Snodgrass, 1994).
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A bolsa copuladora ¢ o 6rgao da fémea que recebe o espermatdforo logo apds a
copula, e divide-se em: ducto, cérvix e corpo da bolsa. Este ultimo ¢ revestido por musculos
bem desenvolvidos e contem em seu interior uma estrutura esclerotizada em forma de
espinho, denominada signum, que pode ter a fungdo de auxiliar no posicionamento do
espermatoforo (Ferro & Akre, 1975), ou na perfuragdo deste, permitindo a liberacdo do
esperma (Cordero, 2005). Na base lateral do signum ocorre também a inser¢ao das fibras
que delimitam a bolsa, as quais, durante a cépula esticam-se para acomodar o
espermatoforo, achatando o epitélio e alisando as dobras existentes na cuticula (Outram,
1971). Desta forma, a presenca do espermatdforo no interior do 6rgdo faz com que este
mude de aspecto, de colapsado e opaco em fémeas virgens, para inflado, endurecido e
translucido em copuladas (Wellso & Adkrisson, 1962; Ferro & Akre, 1975).

Em L. pomonella, ap6s 15 minutos de copula, o espermatéforo comeca a ser forgado
para o interior da bolsa copuladora da fémea, empurrando o signum e tornando-se
endurecido. Apds aproximadamente 40 minutos de copula, quando o espermatoforo esta
quase completamente formado dentro da bolsa, o macho ejacula fluido seminal contendo
apirene, seguido de uma substancia compacta contendo mais eupirene. A transferéncia
completa do esperma ocorre de 50 a 60 minutos apds inicio do processo (Ferro & Akre,
1975). Em Spodoptera litura (Fabricius) (Noctuidae), o tempo de transferéncia do
ejaculado para dentro da bolsa copuladora da fémea também ¢ em torno de 60 minutos apds
o inicio da copula, sendo que, aos 45 minutos, o espermatdforo ja se encontra com a parte
anterior ocupada por esperma e secregoes (Seth et al., 2002).

Quando o esperma ¢ liberado do espermatdforo, este percorre o receptaculo seminal,

ducto seminal e oviduto comum até ser armazenado na espermateca (Wellso & Adkrisson,
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1962). A espermateca, dependendo da espécie, pode ter diferentes formatos, cumprindo, no
entanto, a mesma func¢do de retencdo do esperma até o momento da fertilizagdo. Em L.
pomonella, a espermateca ¢ tubular e pode ser dividida em vesicula, reservatorio e glandula
da espermateca, sendo a primeira o local onde o esperma ¢ inicialmente estocado apoés
deixar o espermatoforo e migrar pelo ducto seminal (Ferro & Akre, 1975). Em C.
fumiferana, apresenta-se bilobada e a andlise histoldgica revelou diferentes tipos de
organiza¢do celular ao longo do o6rgdo, o que permite atividades distintas, desde o
armazenamento a movimentagdo do esperma (Outram, 1971).

Abaixo da inser¢dao da espermateca nos tortricideos encontra-se a glandula
acessoria, com dois lobos que terminam em longos filamentos. Segundo Outram (1971),
em C. fumiferana a estrutura dessa glandula ¢ histologicamente semelhante a da
espermateca. Callahan & Cascio (1963) sugerem que as substancias secretadas pelas
glandulas podem ser utilizadas como meio de manuteng@o e locomogdo do esperma pelos
ductos. Outros estudos atribuem a tais secrec¢des, a fungdo de fixagdo dos ovos ao substrato
(Walker et al., 1967; Davis, 1968).

Tanto a espermateca quanto as glandulas acessorias e a bolsa copuladora estdo
ligadas na por¢ao lateral do oviduto comum, sendo a ultima através do ducto seminal. Na
parte anterior do oviduto comum dos lepidopteros insere-se um par de ovidutos laterais,
cada um deles, conectado a um ovario, composto por quatro ovariolos (Snodgrass, 1994).
Nos ovariolos, partes distintas podem ser identificadas. A porcao apical, que se liga ao
diafragma, onde se localiza o germario, que sdo ovogonias formadas por células
germinativas, as quais sao seguidas pelo vitelo, que € constituido por células de reproducao

misturadas as de nutricdo (trofocitos). Na base dos ovariolos estdo presentes os odcitos
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maduros, junto ao pedicelo (Chapman, 1998). Os oo6citos, a medida que vao
amadurecendo, sdo liberados através do oviduto lateral, passando pelo oviduto comum

onde podem ser fertilizados e seguem em dire¢do ao ovipositor (Wellso & Adkisson, 1962).

2.5 Fatores que interferem no sucesso reprodutivo em Lepidoptera

Diversos fatores interferem no sucesso reprodutivo de insetos, como a idade, o
status de copula, a concentragdo de feromodnio liberado, as variagdes na percepgao deste, o
tamanho dos espermat6foros, a disponibilidade de parceiros e o intervalo entre oviposigoes.
O conhecimento dessas caracteristicas, intrinsecas ao processo reprodutivo, podem
contribuir para o sucesso do monitoramento e do controle comportamental de uma espécie
de inseto.

No comportamento de escolha por parceiros, as fémeas de Cnephasia jactatana
Walker (Tortricidae) demonstram indiferenca com relagdo a idade dos machos, porém
quanto ao status de copula, escolhem preferencialmente os virgens. Enquanto os machos
sdo seletivos com relagdo a ambos os fatores, preferindo fémeas jovens e virgens. Este
comportamento pode ser resultado da variacdo na concentragdo de feromodnio sexual
liberado pelas fémeas, o qual ¢ dependente da idade e do status de copula (Jiménez-Pérez &
Wang, 2004a). Em C. fumiferana e Choristoneura rosaceana (Harris), a resposta da
glandula secretora ao neuropeptideo (PBAN) que estimula a producdo de feromonio ¢
reduzida em fémeas virgens de nove dias, comparativamente as de um dia de idade. A
produgao deste neuropeptideo ¢ influenciada pela idade, apenas em C. fumiferana, a qual é

elevada em torno de 50% nas fémeas jovens (Delisle & Simard, 2003).
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Padroes distintos de respostas dos machos ao feroménio das fémeas, com relagdo a
idade, podem ser encontrados em diferentes espécies de tortricideos. Foster ef al. (1995)
constataram que machos de Ctenopseutis obliqguana (Walker) responderam ao feroménio da
fémea na mesma proporcdo, durante uma semana a partir da emergéncia. Por outro lado,
em Ctenopseutis herana (Felder & Rogenhofer), a atragcdo ocorreu somente apos um dia de
idade do macho, intensificando-se do terceiro ao quinto e reduzindo-se posteriormente. No
mesmo estudo, machos e fémeas de Epiphyas postvittana (Walker) apresentaram-se
reprodutivamente maduros logo apods a emergéncia, concentrando também no terceiro dia, a
maior incidéncia de copulas.

Em alguns noctuideos também se constata que as respostas podem variar em relagao
a idade. Proshold (1991) verificou que a maioria dos machos virgens de Heliothis virescens
(Fabricius) capturados tinham de um a quatro dias de idade. Anton & Gadenne (1999)
constataram que a percepgao eletrofisiologica de machos de Agrotis ipsilon (Hiifnagel) ao
feromdnio sexual de fémeas ¢ baixa logo apds a emergéncia, sendo dependente da
concentragao de hormonio juvenil.

Em G. molesta, segundo Fraser & Trimble (2001), a demora para inicio da atividade
reprodutiva resulta numa reducdo diaria de ovos férteis de aproximadamente 7%, apesar da
fecundidade e fertilidade serem significativamente menores apenas nas fémeas copuladas
apds o décimo dia de idade. Fémeas de Lobesia botrana (Denis & Schiffermueller)
(Tortricidae) que copularam no primeiro dia de idade apresentaram fecundidade média e
percentual de fertilidade de 150 ovos e 90%, respectivamente, enquanto que as de 16 dias
depositaram apenas 22 ovos durante o mesmo periodo, sendo que destes, apenas 23% eram

férteis. No entanto, fémeas copuladas no primeiro dia apresentaram, em média, menor
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longevidade (8,8 dias) e maior periodo de oviposicao (7,2 dias), comparativamente as
acasaladas aos 16 dias (18,4 e 2,1 dias, respectivamente). A reduzida fecundidade, de
acordo com Torres-Vila et al. (2002), pode ser explicada pela retengdo ou reabsorgdo dos
oocitos, devido ao acasalamento tardio. Este fendmeno foi também observado em outras
espécies de Tortricidae, como E. postvittana (Foster & Howard, 1999) e Argyrotaenia
sphaleropa (Meyrick) (Pinto et al., 2005).

Assim como nas fémeas, a capacidade de fertilizagao por parte dos machos varia ao
longo da vida. Em fémeas de Cydia pomonella (Linnaeus) (Tortricidae), a fecundidade e
fertilidade sao reduzidas quando pareadas com machos de um e sete dias, sendo os maiores
valores de tais parametros registrados para os de dois e trés dias de idade (Knight, 2007). A
imaturidade no primeiro dia de vida pode ser decorrente do fato de que, apesar dos machos
j& emergirem com o sistema reprodutor totalmente formado e repleto de células
espermaticas, como foi verificado por Benz (1991) em tortricideos, a maturagao ¢ o volume
destas alteram-se durante a fase adulta. Tais modificagdes foram evidenciadas em machos
de Phthorimaea operculella (Zeller) (Gelechiidae), os quais, apesar de serem capazes de
produzir esperma durante toda a vida, detém entre o quinto e sétimo dia de idade o maior
numero de células de reprodugcdo maduras dentro dos testiculos, comparativamente aos
mais jovens (Brits, 1979).

Em outras espécies, como Spodoptera exigua (Hiibner) (Noctuidae), Rogers & Marti
(1996) verificaram que a ocorréncia da copula nos primeiros dias de vida foi um fator
relevante na avaliacdo da fertilidade, fecundidade e longevidade. Os autores constataram
que individuos que copularam no periodo de um a trés dias apds a emergéncia foram mais

fecundos e férteis, apesar de menos longevos, que aqueles acasalados no sétimo ao nono dia
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de vida. A reducdo na capacidade reprodutiva pode ser, em parte, explicada, pela
diminui¢do no numero de espermatdforos transferidos para as fémeas por machos mais
velhos.

A quantidade e a qualidade do esperma pode ser também alterada em conseqiiéncia
do numero de acasalamentos prévios vivenciados pelo macho, ocasionando em algumas
espécies uma reducdo no numero de descendentes. Em C. fumiferana e C. rosaceana,
Marcotte et al., (2005) observaram um menor percentual de ovos férteis quando as fémeas
copularam com machos ja previamente acasalados. Este declinio foi justificado através de
uma diminui¢do linear de esperma e de substancias provenientes das glandulas acessorias
dos machos, observada na bolsa copuladora da fémea, a medida que o nimero de
acasalamentos prévios do macho aumentava.

De acordo com Jiménez-Pérez & Wang (2004b), fémeas de C. jactatana que
copularam com machos ja acasalados receberam espermatoforo 45% menor que o
transferido na primeira copula. Nesta espécie, a reducdo refletiu diretamente na fertilidade,
a qual decresceu em aproximadamente 23, 37 e 55 %, nas fémeas copuladas com machos
anteriormente pareados uma, duas e de trés a cinco vezes, respectivamente. Comportamento
diferente foi, no entanto, registrado para C. pomonella, onde a fecundidade e fertilidade de
fémeas pareadas com machos virgens e acasalados inumeras vezes, ndo se alterou, apesar
do tamanho do espermatoforo transferido na primeira copula ser significativamente maior
(Knight, 2007).

A poligamia ¢ amplamente difundida entre os insetos, em especial o comportamento
poliginico, enquanto a monogamia tende a ocorrer em menor propor¢ao, sendo geralmente

uma condi¢do evolutivamente derivada (Matthews & Matthews, 1978). Copulas multiplas
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aumentam o risco de predagdo e parasitismo, porém trazem vantagens. Os machos
beneficiam-se pela transferéncia de esperma a um maior nimero de parceiras e, as fémeas,
pelo aumento da diversidade genética da prole, selecdo espermatica e suprimento de
ejaculado adequado, além de beneficios nutricionais que podem elevar seu periodo
reprodutivo e tempo de vida (Svard & McNeil, 1994).

O sistema poliandrico conduz a adaptacdes relacionadas ao esfor¢o de copula e
investimento parental pelo macho, visto que o valor nutricional do ejaculado tende a ser
maior com o aumento do grau de poliandria da espécie (Boggs et al., 2003). De acordo com
Svard & McNeil (1994), algumas taticas sdo adotadas por machos poliginicos, com o
intuito de otimizar o seu ganho reprodutivo, como diminuir o investimento em estratégias
de corte em fémeas previamente copuladas, ou ainda, reduzir a quantidade do ejaculado,
quando acasalados por mais de uma vez com a mesma fémea (McNamara ef al., 2008).

A manutencao do conteudo espermatico e de fertilidade invariavel em mais de um
acasalamento € uma caracteristica relacionada, em grande parte, aos sistemas poligdmicos.
Em tais sistemas, os machos adaptaram-se a investir de forma semelhante em mais de uma
fémea, pois desta forma, aumentam a probabilidade de fertilizagdo durante a competicao
espermatica (Bissoondath & Wiklund, 1996).

As substancias ejaculadas podem atuar como modificadoras também no
comportamento e¢ na fisiologia da fémea, reduzindo sua receptividade (Gillot, 2003).
Secregdes das glandulas acessorias masculinas e células de apirene podem agir de forma a
determinar o periodo refratario da fémea, reduzindo ou até mesmo cessando a liberacao de
feromonio (Kingan et al., 1993). Em E. postvittana, o acasalamento resultou em uma

inativacdo na producdo de feromonio por parte da fémea. Foster (1993), investigando as
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causas desta supressdo, constatou que, neste caso, esta ndo ¢ originada pela pressao
mecanica do espermatoforo na bolsa copuladora. Fatores hormonais e neurais foram os
mais consistentes para explicar tal fendmeno, pois quando o corddo nervoso ventral de
fémeas copuladas era seccionado, estas ainda liberavam feromdnio na mesma proporgao
que as virgens.

Tendo em vista a interferéncia do ejaculado na resposta das fémeas, o tamanho do
espermatoforo transferido em diferentes acasalamentos do macho pode ser uma variavel
importante na avaliagdo do periodo refratdrio. Como o verificado em fémeas de E.
postvittana, que ao copularem com machos virgens receberam uma maior quantidade de
esperma ¢ demoraram mais para reiniciarem o chamamento (Foster & Ayres, 1996). No
entanto, em outras espécies de tortricideos, como C. fumiferana e C. rosaceana, o tamanho
do espermatdforo recebido ndo interferiu na receptividade da fémea a recopula (Marcotte et
al., 2003, Jiménez-Pérez et al., 2003).

O periodo no qual ocorre a oviposicao ¢ também um evento suscetivel a influéncia
do conteudo espermatico, pois a0 mesmo tempo em que este pode alterar a receptividade,
em outras espécies, como Zeiraphela diniana (Guenée) (Tortricidae), age acelerando o
processo de oviposi¢do. Nesse tortricideo, o estimulo ¢ desencadeado pela juncao de fatores
como presenga do espermatoforo na bolsa copuladora, fluido seminal no receptaculo
seminal e células espermaticas na espermateca que, somados a presenga da planta
hospedeira, fazem com que 94% dos ovos maturem e sejam depositados rapidamente
(Benz, 1969). J& em Bombyx mori (Linnaeus) (Bombycidae), o evento ¢ atribuido a
sensibilizagdo de ganglios abdominais localizados na jungdo do ducto seminal com o

oviduto comum, pela presenca de células espermaticas férteis (Karube & Kobayashi, 1999).
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A fertilidade do macho também foi constatada como a causa na alteragdo no numero de
ovos de S. litura (Seth et al., 2002). Nesta espécie, fémeas copuladas por com machos
férteis ovipositaram em maior propor¢do que as mantidas com machos esterilizados por
radiagcdo. Os autores consideraram que, este efeito possa ser em fun¢do da auséncia de
esperma fértil ou da deficiéncia de algum outro componente do sémen que estimularia a
postura.

Conforme Gillot (2003), em alguns lepiddpteros a vitelogénese ¢ estimulada pelo
horménio juvenil, que adquire maiores propor¢des na fémea apds a copula, devido a
contribui¢do do macho. Park er al. (1998) verificaram a importancia das glandulas
acessorias masculinas, no acumulo e transferéncia de hormoénio juvenil. Os autores
demonstraram que, fémeas de H. virescens, copuladas com machos anteriormente
submetidos a retirada das glandulas acessorias, depositaram menor nimero de ovos e
apresentaram proporcao inferior de odcitos em estagio avangado de desenvolvimento, que
as acasaladas com machos normais.

Tanto a aceleracdo no processo de oviposi¢do, quanto a inducdo de um periodo
refratario mais extenso na fémea, sdo estratégias que machos de lepidopteros poligdmicos
podem adotar, para garantir que os ovos depositados sejam fertilizados por seu esperma,
antes que a parceira copule com outros. Da mesma forma, Vahed (1998) sugeriu que a
manutencao de um espermatoforo maior ocorre em decorréncia da competicdo de esperma
dentro da fémea e liberacdo de maior quantidade de substancias inibidoras, entretanto, em
alguns casos, poderia atuar como um investimento por parte do macho, favorecendo a

fémea ou a prole.
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As vantagens da poliandria em lepidopteros sdo discutidas em diversos estudos
(Arnqvist & Nilsson, 2000; Bergstrom et al., 2002; Torres-Vila et al., 2004), nos quais os
autores concluem que, em geral, altos niveis de poliandria aumentam a oviposicao e a
fertilidade das fémeas. Em espécies onde as fémeas beneficiam-se com a quantidade de
acasalamentos, o aumento da fecundidade pode ser devido ndo apenas ao elevado volume
de células férteis, mas a expressiva demanda de estimulantes a oviposi¢do e ao acimulo de
nutrientes extras recebidos do macho, que contribuem para a manutengao somatica (Vahed,
1998).

O aumento na fecundidade foi observado em fémeas de C. pomonella, quando
copuladas mais de uma vez, apesar do nimero de ovos férteis ndo se alterar diante da maior
disponibilidade de esperma recebida (Knight, 2007). Ja em Plodia interpunctella (Hiibner)
(Pyralidae) (Cook, 1999) e Anticarsia gemmatalis Hiibner (Noctuidae) (Milano et al.,
2008) o numero de espermatoforos recebidos pela fémea ndo provocou variacdo na
fecundidade. Em Spodoptera littoralis (Boisduval) (Noctuidae), Sadek (2001) observou que
multiplas cépulas com machos ja acasalados foram vantajosas as fémeas, elevando a
fertilidade média destas, comparativamente aquelas que copularam apenas uma unica vez
com um macho virgem. Os autores ainda concluiram que, em campo, copulas variadas com
machos j& acasalados sdo comuns e mais frequéntes quando a quantidade de machos
virgens ¢ reduzida, induzindo as fémeas a poliandria. Conforme Wedell et al. (2002),
apesar do comportamento poliandrico ser determinado por componentes genéticos, a
alteragdo no grau de poliandria de uma espécie pode ocorrer em resposta a certas

necessidades, como escassez de recursos.
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De acordo com Jiménez-Pérez et al. (2003), quando fémeas de C. jactatana foram
mantidas pareadas com o mesmo macho, e outras receberam machos virgens diariamente,
ambos os grupos demonstraram fecundidade e fertilidade médias semelhantes. No entanto,
as fémeas do ultimo grupo detiveram uma maior fecundidade diaria e um menor periodo de
oviposi¢do, o que indicou uma aceleracdo na produgdo e na maturacdo dos ovos,
influenciada pelo macho. Do mesmo modo, a propor¢do de ovos férteis das fémeas que
receberam machos virgens permaneceu constante no decorrer do tempo, independente da
ocorréncia de copula didria, sugerindo que as fémeas sdo capazes de controlar a
necessidade de novas copulas na maximizacao de seu sucesso reprodutivo.

As taxas de oviposi¢dao ainda podem ser alteradas negativamente com os multiplos
acasalamentos das fémeas, como o observado em Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Noctuidae), onde as fémeas apresentaram uma fecundidade reduzida quando acasaladas
por mais de uma vez (Milano et al., 2008). Os autores atribuiram o declinio da postura ao
custo energético gerado pelas coOpulas adicionais, além do estresse ocasionado pela
presenca e as investidas dos machos no momento em que as fémeas realizavam as

oviposigoes.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacao de Grapholita molesta

A criagdo de G. molesta foi estabelecida no Laboratorio de Biologia, Ecologia e
Controle Biolégico de Insetos da Faculdade de Agronomia (UFRGS), a partir de crisalidas
provenientes do Laboratorio de Entomologia da Embrapa Uva e Vinho (CNPUV).

Os insetos eram mantidos em sala climatizada (25 £ 1°C; 60 £ 10% U.R.; fotofase
de 16 horas e luminancia igual a 1,46 klx). Inicialmente, as crisalidas eram transferidas para
gaiolas, confecionadas com garrrafas PET de 2 L, com a extremidade basal retirada e
substituida por tecido tipo voile, fixado com atilho. A extremidade apical da garrafa era
obstruida com algoddo embebido em solugdo de mel a 15% e Nipagin® (metilparabeno) a
0,15%, fixado com a tampa da garrafa, o qual servia como substrato de alimentacdo. A cada
dois dias, as gaiolas eram esvaziadas e as posturas, desinfestadas com solugdo de
hipoclorito de sddio a 15% (2 % de cloro ativo).

Porcdes das garrafas PET contendo os ovos eram dispostas, em recipientes plasticos
de 500 mL, sobre a dieta artificial para lagartas, seguindo a metodologia proposta por Arioli
et al. (2007). Quando as lagartas atingiam o ultimo instar, os recipientes plasticos eram

cobertos com gaze hidréfila (13 fios) para a crisalidagdo. Posteriormente, as crisalidas eram
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removidas da gaze, desinfectadas com solugdo de agua sanitaria a 15% (2 % de cloro
ativo). Aquelas a serem utilizadas nos bioensaios, eram separadas por sexo sob
estereomicroscopio (aumento de 75 X), conforme Butt & Cantu (1979) e acondicionadas

em recipientes plasticos de 500 mL, sobre algoddo umedecido, até a emergéncia.

3.2 Descricao dos 6rgaos internos de reproducio de G. molesta

Apos a emergéncia, individuos eram acondicionados em recipientes plasticos de
500mL contendo alimento em tubos de vidro com algoddo dental. Para descrigdo,
analisaram-se orgaos internos de reprodugdo de machos e fémeas virgens, de um e de oito
dias de idade, e de copulados, os quais apos a emergéncia permaneceram pareados por oito
dias até a dissecagdo. A confirmagdo da copula era feita através da observacdo de ovos
férteis (identificados pela cépsula cefalica da larva) depositados no frasco onde o casal
havia sido confinado.

Foram dissecadas 39 fémeas virgens com um dia, 20 fémeas virgens com oito dias e
19 copuladas com oito dias de idade. Em relagdo aos machos, dissecou-se 34 virgens com
um dia, 18 virgens com oito dias e 21 copulados com oito dias de idade. Os individuos
foram mortos com acetato de etila e imediatamente dissecados em solugdo fisiologica,
utilizando-se estereomicroscopio Wild M5S. As estruturas foram mensuradas e desenhadas
com auxilio de cdmara clara e ocular micrométrica. A interpretacdo das figuras, assim
como a maioria da terminologia empregada, foi baseada em Ferro & Akre (1975). Nas
fémeas foram medidos: ovarios, ovidutos laterais € comum, bolsa copuladora e receptaculo
seminal. Com excecao dos ovidutos, onde apenas o comprimento foi registrado, mensurou-

se o comprimento e a largura dos orgdos, levando-se em conta os seus pontos mais



25

extremos. Nos machos, foi avaliado o comprimento das vesiculas seminais, vaso deferente,
vesicula seminal acessoria, duto ejaculatorio duplo, glandula do duto ejaculatorio duplo,
duto ejaculatério simples e edeago, sendo nos testiculos, considerado o maior diametro. Os
valores médios obtidos de cada 6rgdo foram comparados entre os diferentes grupos através
do teste Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de significancia, no programa estatistico Bioestat

4.0 (Ayres et al., 2006).

3.3 Avaliacdo das implicacdes da poliandria e da poliginia na performance
reprodutiva de G. molesta

Os bioensaios foram conduzidos confinando-se, aos pares, machos e fémeas em

recipientes plasticos de 500 mL, com alimento. Os tratamentos avaliados foram os

seguintes: 1) casal de at¢ um dia de idade, que permaneceu junto por toda a vida (n = 35)

(monogamia); 2) uma unica fémea com um macho virgem de até um dia de idade (n = 18)

(poliandria); 3) uma tUnica fémea com um macho virgem de trés dias de idade (n = 15)
(poliandria); 4) um tnico macho com uma fémea virgem de até¢ um dia de idade (n = 15)
(poliginia); 5) um unico macho com uma fémea virgem de até trés dias de idade (n = 16)
(poliginia). Todos os insetos virgens eram substituidos diariamente por outro de mesma
condi¢ao. O nimero de ovos postos € o de férteis foram considerados como fecundidade e
fertilidade, respectivamente.

Na avaliagdo da monogamia e poliandria, as posturas eram contabilizadas durante

toda a vida das fémeas. Os machos dos tratamentos 2 e 3 foram eliminados apds o periodo

de pareamento.
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Na analise da poliginia, a fecundidade e fertilidade dos machos foram avaliadas
indiretamente, pelo numero de ovos das fémeas mantidas com eles. Apds o pareamento,
cada fémea permaneceu isolada em outro recipiente contendo alimento e diariamente,
durante 15 dias, seus ovos eram verificados e contabilizados. A fecundidade e a fertilidade
de cada macho poliginico foram estabelecidas, computando-se o numero total de ovos
depositados por cada fémea que havia pareado com o macho, dividido pelo numero de
fémeas que apds o pareamento, sobreviveu por sete ou mais dias. Da mesma forma, apenas
foram considerados apenas os ovos colocados durante os 15 primeiros dias de pareamento
das fémeas monogamicas, possibilitando assim, a comparacdo entre os machos
monogamicos e poliginicos. Dos machos poliginicos foi possivel também verificar o
numero de copulas que realizaram durante o experimento, através do registro das fémeas
que depositaram ovos férteis.

Foram utilizados testes de Correlagdo de Pearson para avaliar a relagao entre idade e
numero de copulas dos machos. Os valores médios de fecundidade, fertilidade, periodo de
oviposi¢do e longevidade foram comparados entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-
Wallis (a0 = 0,05). Para todas as analises foi utilizado o programa estatistico Bioestat 4.0

(Ayres et al., 2006).

3.4 Avaliacdo do impacto da idade e de miltiplos acasalamentos no sucesso
reprodutivo de G. molesta
Para todos os experimentos foram utilizados insetos de trés dias de idade e virgens,

que eram pareados em recipientes plasticos de 250 mL, e desde entdo observados
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continuamente durante trés horas e meia, antes da escotofase, registrando a ocorréncia e o
tempo de copula. Foram realizados quatro experimentos com protocolos especificos, os

quais estdo descritos a seguir.

3.4.1 Bioensaio 1 - Avaliacdo do tempo de copula, fecundidade, fertilidade e
longevidade de fémeas de G. molesta pareadas com machos virgens e
recém-acasalados

Neste experimento o macho, ap6s o término da primeira copula, era imediatamente

pareado com outra fémea virgem e observado. Ao final de cada pareamento, as fémeas que
copulavam eram isoladas, individualmente, em frasco plastico de 500 mL contendo
alimento, e mantidos em camara climatizada. As posturas eram contabilizadas diariamente
até¢ a morte da fémea. Foram avaliadas a fecundidade, fertilidade, longevidade e tempo de
copula de 38 fémeas, sendo 19 acasaladas com machos virgens e as restantes com machos
que haviam acasalado uma vez. Os tratamentos foram comparados pelo teste de Mann-

Whitney.

3.4.2 Biensaio 2- Avaliacio do tempo de copula, tamanho do espermatoforo,
fecundidade, fertilidade e longevidade em fémeas de G. molesta pareadas
com machos virgens e de distintos historicos de acasalamento

Neste bioensaio, apds o pareamento os machos que copulavam eram isolados e 24

horas depois recebiam outra fémea virgem de trés dias de idade. Deste modo, o processo foi
repetido durante quatro dias consecutivos, resultando em quatro tratamentos de machos em

sua primeira (n=45), segunda (n=38), terceira (29) e quarta (n=23) copula. As fémeas
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copuladas eram isoladas em recipiente de 500 mL contendo alimento, sendo suas posturas
acompanhas durante 15 dias.

Um outro grupo de fémeas, submetidas as mesmas condi¢des descritas
anteriormente, pareadas com machos na primeira (n= 37), segunda (n=26), terceira (18) e
quarta (15) copula destes foram dissecadas logo apos o término do acasalamento, € o
comprimento e largura do espermatoforo, mensurados. As médias foram comparadas pelo
teste de Kruskal-Wallis para todas as variaveis. A relacdo entre tamanho do espermatoforo
e numero de copulas do macho foi testada pela Correlagdo de Pearson e Regressao Linear

Simples.

3.4.3 Bioensaio 3- Analise da receptividade de fémeas de G. molesta a copulas
adicionais apos o acasalamento com machos virgens ou acasalados e
efeitos deste comportamento na fecundidade, fertilidade e longevidade
das fémeas

Neste bioensaio dois grupos de fémeas foram comparados, um de fémeas virgens

(n=34) de trés dias de idade que copularam com machos virgens de mesma idade, e outro
de fémeas virgens (n=25) pareadas com machos que haviam acasalado no dia anterior.
ApoOs o primeiro acasalamento, todas as fémeas passaram a receber, a cada 24 horas, um
macho virgem de trés dias de idade, com o qual permaneciam por trés horas e meia. A
propor¢ao de copulas entre os dois grupos de fémeas foi comparada pelo teste Qui-

Quadrado de heterogeneidade.
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Em relag@o ao primeiro grupo, comparou-se fecundidade, fertilidade e longevidade
das fémeas que copularam apenas uma vez com as que copularam duas ou mais vezes. As

médias foram comparadas através do teste Mann-Whitney.

3.4.4 Bioensaio 4- Influéncia da idade de G. molesta no tempo de copula,
fecundidade e fertilidade

No bioensaio, adultos virgens, de ambos os sexos, foram pareados quando
apresentavam um (n = 35), trés (n = 30), seis (n = 62), nove (n = 27) e 12 dias (n = 41) de
idade. Apds o periodo de pareamento, cada fémea que copulava era isolada em um frasco
plastico de 500 mL com alimento e mantida em camara climatizada. As posturas eram
contabilizadas e a fertilidade dos ovos registrada diariamente, até¢ o décimo dia de vida.

As médias de fecundidade, fertilidade e tempo de copula foram comparadas entre os
tratamentos através do teste de Kruskal-Wallis, enquanto a relagdo entre variaveis foi

avaliada pelo teste de Correlacdo de Pearson e Regressdao Linear Simples.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Descricao dos orgaos de reproducao de G. molesta

4.1.1 Orgﬁos reprodutores da fémea

Assim como na grande maioria dos lepiddpteros, o sistema reprodutivo das fémeas
de G. molesta compde-se das seguintes estruturas: um par de ovarios e ovidutos laterais,
oviduto comum, espermateca, glandulas acessorias, duto seminal, receptaculo seminal,
bolsa copuladora e dstio.

Durante a copula, a fémea recebe a vesica do edeago através do Ostio, a abertura da
bolsa copuladora, localizada entre o sétimo e oitavo segmentos do abdome (Ferro & Akre,
1975). Conforme os autores citados, a bolsa divide-se em duto, cérvix e corpo, sendo o
ultimo responsavel por abrigar o espermatoforo logo apds a copula. O corpo da bolsa ¢
revestido por musculos bem desenvolvidos e contém em seu interior duas estruturas
esclerotizadas em forma de espinho, denominadas signo, que podem ter a fungdo de
auxiliar no posicionamento do espermatoforo (Ferro & Akre, 1975) ou na perfuragao deste,
permitindo a liberagdo do esperma (Cordero, 2005).

Verificou-se que a bolsa copuladora de G. molesta tem aspecto bulboso e que

fémeas virgens (Figura 2A e B) apresentam largura média significativamente menor que as
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copuladas (1,11 mm) (H= 26,54; GL= 2; P< 0,05) (Figura 2C), sendo este valor proximo ao
registrado para virgens de L. pomonella (1-1,5 mm) (Ferro & Akre, 1975). Em relacdo ao
comprimento deste 6rgdo, embora nos individuos copulados o valor médio tenha sido
maior, ndo diferiu significativamente do das fémeas virgens de um dia de idade (H= 13,22;
GL= 2; P> 0,05) (Tabela 1). Em fémeas copuladas, a bolsa copuladora apresentou um
aspecto translucido, inflado e endurecido, devido a presenga do espermatdforo, enquanto
que em fémeas nao copuladas seu formato era achatado e de aparéncia opaca. A diferenga
de coloragdo foi também observada em fémeas de L. caryana (Walker et al., 1967).

Ligada a bolsa encontra-se um receptaculo seminal, em forma de bulbo, que nos
individuos virgens de um dia de idade (Figura 2A) apresentou valor médio de 1,19 mm de
comprimento do apice a base. Nos exemplares de oito dias (Figuras 2B e C) registrou-se
um maior comprimento médio, entretanto, este aumento pode ndo estar relacionado ao
status de copula, pois esta ndo diferiu das copuladas (H= 8,06; GL= 2; P> 0,05). A largura
média ndo diferiu de forma significativa entre os individuos de diferentes idades e status de
copula (H= 1,56; GL= 2; P= 0,45) (Tabela 1). Através do duto seminal, o receptaculo
seminal une-se ao oviduto comum, cujo comprimento médio ¢ semelhante entre insetos
virgens de diferentes idades e copulados (H= 5,21; GL= 2; P= 0,07). O oviduto comum
liga-se em sua extremidade anterior com os ovidutos laterais e, na posterior, com o oviporo.
Lateralmente, trés aberturas sdo conectadas ao oviduto comum, sendo estas, o duto seminal,

a espermateca ¢ a glandula acessoria.
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FIGURA 2. Orgios reprodutores internos de fémeas de Grapholita molesta em vista
ventral. A. Virgem com um dia; B. Virgem com oito dias; C. Copulada com
oito dias. Ovarios (Ov); Ovidutos laterais (OL); Oviduto comum (OC); Bolsa
copuladora (BC); Ostio da bolsa copuladora (Os); Receptaculo seminal (RS);

Duto seminal (DS); Espermateca (E); Glandula acessoria (GlA); Oviporo
0).
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A espermateca ¢ a estrutura que armazena o esperma até o momento da fertilizagdo dos
oocitos (Chapman, 1998). Em G. molesta tem um formato tubular, espiralado no tergo
anterior proximo ao oviduto comum, e ¢ seguida por uma extensa glandula. Este aspecto
também foi descrito para outros tortricideos como C. fumiferana (Outram, 1971), L.
caryana (Walker et al., 1967) e L. pomonella (Ferro & Akre, 1975). Conforme Ferro &
Akre (1975), a espermateca pode ser dividida em vesicula, reservatorio e glandula da
espermateca, sendo a primeira o local onde o esperma ¢ inicialmente estocado apos deixar o
espermatoforo e migrar pelo duto seminal. Em C. fumiferana, a anélise histologica revelou
diferentes tipos de organizacdo celular ao longo do 6rgdo, o que permite atividades
distintas, desde o armazenamento a movimentagao do esperma (Outram, 1971).

Logo abaixo da inser¢do da espermateca encontra-se a glandula acessoria, com dois
lobos que terminam em longos filamentos. Segundo Outram (1971), em C. fumiferana a
estrutura dessa glandula ¢ histologicamente semelhante a da espermateca. Callahan &
Cascio (1963) sugerem que substancias provenientes de tais glandulas podem ser utilizadas
como meio de manutengao e locomogao do esperma pelos dutos. Outros estudos atribuem a
esta estrutura a funcdo de secretar substancias responsaveis pela fixagdo dos ovos ao
substrato (Walker et al., 1967; Davis, 1968).

Os ovarios sdo orgaos pareados, destacando-se como as estruturas mais conspicuas
do sistema reprodutivo, sendo compostos por quatro ovariolos politroficos de coloragao
esbranquicada. Verificou-se que os ovarios reduziram-se em comprimento, devido ao
amadurecimento dos odcitos e oviposi¢cao ao longo da vida, sendo os de fémeas virgens
com um dia de idade (Figura 2A) cerca de 1,6 vezes mais longos que os das copuladas com

oito dias (Figura 2C). Com relagdo a largura do 6rgdo, fémeas virgens de oito dias de idade
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apresentaram valores de ambos os ovarios significativamente superiores aos dos demais
grupos avaliados, sendo estes cerca de 20% maiores que em fémeas copuladas de mesma
idade (Tabela 1). Esta variagdo pode estar associada ao desenvolvimento e acimulo de
odcitos na base dos ovariolos decorrente da auséncia de copula. Conforme Steigenga &
Fischer (2007), em Bicyclus anynana (Butler) (Nymphalidae), apesar da copula ndo induzir
o desenvolvimento dos oocitos, esta acelera a oviposi¢ao. Sendo assim, fémeas virgens,
com o aumento da idade e auséncia de copula, tendem a reter seus odcitos por um maior
periodo de tempo dentro do ovario.

O estimulo a oviposigdo, relacionado a copula, pode ser desencadeado em B. mori
através da sensibilizacdo de ganglios abdominais localizados na jungdo do duto seminal
com o oviduto comum e pela presenca de células espermaticas férteis (Karube &
Kobayashi, 1999). Em Z. diniana, este evento ¢ atribuido a presenga do espermatoforo na
bolsa copuladora e do esperma na espermateca (Benz, 1969). Nos ovariolos ¢ possivel
identificar partes distintas, como as descritas para os demais membros da subordem
Ditrysia. Na por¢do apical, que se liga ao diafragma, localiza-se o germadrio, que sdo
ovogonias formadas por células germinativas, sendo estas seguidas pelo vitelo, que ¢
constituido por células de reproducao misturadas as de nutri¢ao (trofocitos). Na base dos
ovariolos, junto ao pedicelo, estdo presentes os oocitos maduros (Chapman, 1998).

Os ovariolos unidos formam o calice que termina nos ovidutos laterais, estruturas
tubulares, delicadas que conectam os ovarios ao oviduto comum. O comprimento médio
dos ovidutos laterais nas fémeas recém-emergidas (Figura 2A) ¢ significativamente maior

que o das com idade mais avangada, independentemente do status de copula. A unido dos
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ovidutos laterais da origem ao oviduto comum, cujo comprimento médio ndo diferiu

significativamente quanto a idade e status de copula do inseto (Tabela 1).

TABELA 1. Valores médios (mm) (= EP) do comprimento dos ovidutos comum, direito e
esquerdo, e dos comprimentos e das larguras da bolsa copuladora, receptaculo
seminal e ovarios direito e esquerdo de fémeas de Grapholita molesta com
um e oito dias de idade, virgens e/ou copuladas.

n Virgens Copuladas
Orgdo 1 dia 8 dias 8 dias
comprimento 1,56 +0,113a* 1,47 +£0,127b 1,61 +£0,236a
(n=37) (n=20) (n=19)
Bolsa copuladora 1 0,97+ 0,114b 0,87 + 0,086¢ 1,11 +0,260a
comprimento 1,19 £ 0,096b 1,29 £0,127a 1,29 £ 0,195ab
Receptéaculo seminal (n=36) (n=20) (n=17)
largura 0,45+0,051a 0,47 £ 0,068a 0,48 £0,135a
Oviduto comum 1,83 +£0,224a 1,89 +0,197a 1,75+0,211a
(n=34) (n=17) (n=17)
Oviduto lateral 0,74 £0,199a 0,55+0,108b 0,49 +£0,178b
direito (n=39) (n=20) (n=16)
Oviduto lateral 0,88 +0,219a 0,68 + 0,097b 0,64 +0,133b
esquerdo (n=28) (n=19) (n=16)
comprimento 5,25+ 0,851a 4,92 +£0,902a 3,10 £0,892b
Ovario direito (n=24) (n=20) (n=16)
largura 1,37 £ 0,256b 1,66 + 0,240a 1,30 £ 0,243b
Oviério esquerdo comprimento 5,22+ 1,037a 4,74 £ 0,828a 3,26 £0,801b
(n=25) (n=20) (n=16)
largura 1,40 £ 0,281b 1,68 £ 0,268a 1,28 £0,192b

*M¢édias seguidas de mesma letra nas linhas s3o estatisticamente iguais (¢=0,05).

Considerando todas as estruturas observadas no sistema reprodutivo da fémea de G.
molesta, os ovarios, a bolsa copuladora, o receptaculo seminal e os ovidutos laterais foram
os 6rgdos que apresentaram modifica¢cdes morfoldgicas no decorrer da fase adulta, sendo
que nos ovarios, estas estdo relacionadas ao amadurecimento dos odcitos (Figura 2B). Em

fémeas copuladas verificou-se um aumento nas dimensdes da bolsa copuladora, em
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decorréncia da presenca de espermatoforos, € nos ovarios, uma reducdo na largura e

comprimento em fung¢do da oviposicao (Figura 2C) (Tabela 1).

4.1.2 ()rgﬁos reprodutores do macho

O sistema reprodutor dos machos ¢ constituido por um par de testiculos fundidos,
vasos deferentes, vesiculas seminais, vesiculas seminais acessorias, duto ejaculatério duplo,
glandula do duto ejaculatorio duplo, duto ejaculatorio simples e edeago.

Em G. molesta, os testiculos sdo de formato esférico, variando a coloracdo de
amarelada a violeta, com ranhuras na superficie. O diametro médio desta estrutura ¢
significativamente maior em exemplares recém-emergidos e virgens (Figura 3A) do que
nos individuos virgens (Figura 3B) e copulados com oito dias de idade (Figura 3C) (H=
52,69; GL=2; P<0,05) (Tabela 2).

A redugdo no tamanho dos testiculos em fungdo da idade foi também evidenciada
por Brits (1979) em P. operculella, na qual o volume testicular passa de 0,919 mm® em
machos recém-emergidos, para 0,228 mm® nos de sete dias de idade, os quais apresentaram
dobras nas paredes da estrutura. Os autores registraram nessa espécie, oito foliculos
testiculares durante toda a fase adulta, os quais sd3o menos proeminentes em exemplares de
idade avancada. Verificaram ainda, que os testiculos sdo capazes de produzir esperma até a
morte.

Os machos de tortricideos, no primeiro dia da fase de pupa ja possuem os 6rgaos do
sistema reprodutivo totalmente formados, incluindo a fusdao dos testiculos pareados, que

ocorre no ultimo instar larval (Benz, 1991). Em C. fumiferana, Outram (1970) registrou
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testiculos de aproximadamente 1,5 mm de didmetro e cheios de esperma no final do sexto

instar larval, sugerindo que o adulto ¢ sexualmente maduro logo ap6s a emergéncia.

TABELA 2. Valores médios (mm) (= EP) do comprimento dos testiculos, vasos deferentes

(1* e 2* partes) e vesiculas seminais e acessorias, duto ejaculatorio duplo,
glandula do duto ejaculatério duplo, duto ejaculatorio simples e edeago de
machos de Grapholita molesta com um e oito dias de idade, virgens e/ou

copulados.

Virgens Copulados

1 dia 8 dias 8 dias

Testiculos 0,97 £0,081a* 0,72 £ 0,092b 0,65+ 0,105b
(n=34) (n=18) (n=21)

Vasos deferentes 1° parte 0,92+0,112a 0,88 = 0,092ab 0,79+ 0,151b
(n=17) (n=17) (n=20)

Vesiculas seminais 0,78 £0,185a 0,83 +0,126a 0,77 £0,142a
(n=18) (n=17) (n=20)

Vasos deferentes 2° parte 0,66 +0,285a 0,45 +0,148b 0,51 +£0,100ab
(n=18) (n=17) (n=21)

Vesiculas seminais 0,42 +£0,061b 0,50 +0,052a 0,45 £ 0,062ab
acessorias (n=18) (n=18) (n=20)

Duto ejaculatério duplo 1,99+ 0,189b 2,31 £0,211a 2,28 £0,349a
(n=33) (n=16) (n=19)

Siﬁ‘ﬁggfgi‘f?o 7,79 +0,987a 7,78 £0,713a 7,06 = 0,978b
] P (n=33) (n=17) (n=22)

Duto ejaculatorio simples 19,64 +2,869b 23,79 £4,225a 20,04 £+ 5,169b
(n=33) (n=15) (n=15)

Edeago 0,55 £ 0,054a 0,52 +£0,043a 0,52+ 0,068a
(n=31) (n=18) (n=19)

*Médias seguidas de mesma letra nas linhas sdo significativamente iguais (0=0,05).

As células de reproducao produzidas nos testiculos movimentam-se em direcao aos

vasos deferentes, que sdao pares e estdo ligados aos mesmos. Os vasos deferentes

apresentam duas partes distintas, a primeira entre os testiculos e as vesiculas seminais ¢

significativamente menor em individuos copulados com oito dias de idade (Figura 3C),
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quando comparados com os virgens de um dia (H= 8,42; GL= 2; P< 0,05) (Figura 3A)
(Tabela 2). Segundo Callahan & Cascio (1963), em Noctuidae esta parte pode ser
considerada como uma por¢do da vesicula seminal, que funciona no armazenamento de
esperma e secregdes. Semelhante ao sugerido por Haniotakis & Summers (1968) para P.
transitella, cujas vesiculas, por terem epitélios semelhantes, sdo apenas distensdes
nodulares dos vasos deferentes. No entanto, em Tortricidae pode ser diferente, ja que
Outram (1971), observando C. fumiferana, demonstrou que existem algumas caracteristicas
histologicas distintas, ndo apenas entre a primeira parte dos vasos com as vesiculas
seminais, mas também desta com o restante dos vasos deferentes.

Contrariamente a maioria dos lepidopteros, os tortricideos possuem dois pares de
vesiculas seminais responsaveis pelo armazenamento de esperma (Benz, 1991). As
vesiculas seminais em G. molesta possuem, em média, 0,78 mm de comprimento, nao
diferindo de tamanho entre insetos virgens e copulados com idades distintas (H=1,17; GL=
2; P=0,554) (Tabela 2). Este comprimento ¢ cerca de 36% maior que o registrado para o
noctuideo H. zea (0,5 mm), apesar desse ser uma mariposa de maior porte (Callahan &
Cascio, 1963). Tais vesiculas sdo separadas pela segunda parte dos vasos deferentes, cujo
comprimento médio, nos individuos recém-emergidos ¢ de 0,66 mm.

Conectado as vesiculas seminais acessorias estd o duto ejaculatério duplo, no qual o
esperma recebe secregdes das glandulas acessorias antes de partir em diregdo ao duto
ejaculatorio simples (Walker et al., 1967). O duto ejaculatorio duplo de G. molesta €
significantemente menor (1,98 mm) em individuos recém-emergidos (Figura 3A) que nos
com oito dias de idade (2,3 mm) (H= 17,82; GL= 2; P< 0,05) (Figura 3B e C) (Tabela 2).

Estes valores sdo semelhantes aos registrados para outros tortricideos, como C. fumiferana
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(2mm) (Outram, 1970) e L. pomonella (1,5 a 2mm) (Ferro & Akre, 1975). Além das
secregoes dessas glandulas, Outram (1970) observou no duto ejaculatorio duplo de C.
fumiferana a presenca de substancias similares as encontradas nas vesiculas seminais € nos

vasos deferentes.



FIGURA 3.
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Orgdos reprodutores internos de machos de Grapholita molesta, em vista
ventral. A. Virgem com um dia; B. Virgem com oito dias; C. Copulado com
oito dias. Testiculos (T); Vasos deferentes 1* parte (VD1); Vesiculas seminais
(VS); Vasos deferentes 2° parte (VD2); Vesiculas seminais acessorias (VSA);
Duto ejaculatério duplo (DED); Glandula do duto ejaculatério duplo
(GDED); Duto ejaculatério simples (DES); Edeago (Ed).
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As estruturas glandulares associadas aos 6rgaos masculinos tém a funcao de secretar
substancias, que sdo depositadas nas células espermaticas e auxiliam na formacao do
espermatoforo (Snodgrass, 1994). As glandulas do duto ejaculatério duplo também podem
conter substancias que influenciam no comportamento de chamamento de fémeas, como
observado em H. zea, as quais ap6s a copula reduzem a liberagdo de feromonio (Kingan et
al., 1993). Tais glandulas em G. molesta sao pareadas, firmemente unidas, e nos individuos
copulados com oito dias de idade (Figura 3C) tém um comprimento médio
significativamente menor (7,06 mm), que o dos individuos virgens (H= 8,22; GL= 2; P<
0,05) (Figura 3A e B) (Tabela 2). Em L. pomonella esta estrutura ¢ maior, medindo de 11 a
14 mm de comprimento, ¢ 0,2 e 0,05 mm de diametro na base e apice, respectivamente
(Ferro & Akre, 1975). Em C. fumiferana, Outram (1970) registrou um comprimento ainda
maior, de 16- 20 mm, e trés regides secretoras histologicamente distintas, circundadas por
uma unica camada de musculo longitudinal e outra de musculos circulares, por toda a
extensao.

O duto ejaculatorio simples € um canal longo cujo comprimento médio, em
exemplares recém-emergidos (19,64 mm) (Figura 3A), ¢ diferente dos virgens de oito dias
de idade (H= 10,62; GL= 2; P< 0,05) (Figura 3B) (Tabela 2). Esta estrutura parte do duto
ejaculatério duplo e termina no edeago, onde se torna mais opaco que a parte restante,
porém ndo se constatou diferencas quanto a colora¢do entre os grupos avaliados. Em
comparacdo com o de outros tortricideos como C. fumiferana, cujo comprimento varia de
25 — 32 mm (Outram, 1970), pode-se dizer que na mariposa-oriental esta estrutura ¢
reduzida. Em L. pomonella, Ferro & Akre (1975) observaram duas partes distintas neste

duto uma porg¢ao anterior, que inicia no duto ejaculatorio duplo e termina numa constrigao,
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considerada o local onde substancias que originardo o espermatdforo sao secretadas, € uma
posterior que inicia a partir desta e termina no edeago. Outra divisdo foi proposta por
Outram (1970), para C. fumiferana, na qual a diferenciagdo foi baseada nas distintas
secregoes encontradas em cada uma das sete partes separadas pelo autor, apesar da
similaridade histologica entre elas. Em P. transitella, o duto ejaculatorio simples ¢ dividido
em quatro partes, de acordo com os tipos de células observadas ao longo do o6rgao
(Haniotakis & Summers, 1968). O segmento final do duto ejaculatorio simples conecta-se
ao edeago, que fica protegido externamente por estruturas esclerotizadas da genitalia. O
edeago possui interiormente a vesica, 6rgao que ¢ introduzido na fémea durante a copula.

O sistema reprodutivo dos machos de G. molesta demonstrou modificacdes
relacionadas a idade em individuos virgens, nas dimensodes dos testiculos, na segunda parte
dos vasos deferentes, nas vesiculas seminais acessorias e nos dutos ejaculatorios duplo e
simples. Em insetos copulados observou-se diminui¢do do tamanho da glandula do duto

ejaculatorio duplo e do duto ejaculatdrio simples (Tabela 2).

4.2 Implicacdes da poliandria e da poliginia na performance reprodutiva de G.

molesta

4.2.1 Implicacdes da poliandria na performance reprodutiva de G. molesta

A fecundidade média das fémeas de G. molesta foi semelhante em todos os grupos
avaliados (H= 3,84; GL=2; P=0,146) (Tabela 3). Este resultado discorda do verificado por
Torres-Vila & Jennions (2005), os quais constataram que das 25 espécies de lepidopteros

pesquisadas, em 22 delas as fémeas tenderam a elevar a fecundidade, quando copuladas por
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machos virgens, em fun¢do de uma maior quantidade de material ejaculado na primeira
copula do macho. No entanto, em C. pomonella observa-se comportamento semelhante ao
registrado no presente estudo. Nesta espécie, a fecundidade e a viabilidade dos ovos de
fémeas pareadas com machos virgens e acasalados varias vezes, em intervalos de 24 horas,
nao se alterou, apesar do tamanho do espermatéforo transferido na primeira copula ser

significativamente maior (Knight, 2007).

TABELA 3. Médias de fecundidade e fertilidade (= EP) de fémeas de Grapholita molesta
pareadas sob condi¢des de monogamia e poliandria com machos de um e trés

dias de idade.
Monogamia Poliandria (2 1dia) Poliandria (& 3dias)
Fecundidade 223,4 + 14,55 a* 195,5+2236a 258,94+ 12,67 a
Fertilidade 201,1 £ 16,48 ab 136,7+24,11b 245,6 £ 13,56 a

* Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem significativamente (o= 0,05)

A fertilidade média de fémeas pareadas com machos de trés dias de idade nao
diferiu das que permaneceram com o mesmo parceiro, porém foi superior a das acasaladas
com machos de um dia de idade (H= 9,88; GL= 2; P<0,05) (Tabela 3). Sendo assim, ¢
possivel supor que a falta de maturacdo reprodutiva de machos com um dia, pode ter
subestimado a avaliacdo da capacidade reprodutiva da fémea, uma vez que machos recém-
emergidos podem ser menos aptos a copula que os com trés dias de vida.

Embora, machos de algumas espécies de lepidopteros ja apresentem células de

reprodugdo em estagio avancado de maturacdo logo apds a emergéncia, sdo necessarios
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estimulos hormonais para a liberacao de esperma dos testiculos, sendo estes dependentes do
ritmo circadiano de cada espécie (Benz, 1991; Giebultowicz & Brooks, 1998). A alteracao
dos niveis hormonais no decorrer da fase adulta pode influenciar na fisiologia dos 6rgaos
reprodutivos do inseto, podendo estes, por exemplo, serem importantes na sintese de
proteinas nas glandulas acessorias (Happ, 1992). No entanto, em machos de G. molesta, a
resposta eletrofisioldgicas ndo se altera do primeiro ao 13° dia de vida dos insetos (Altafini,
2008). J& em machos de 4. ipsilon, Anton & Gadenne (1999) constataram, que a percepgao
eletrofisioldgica ao feromonio sexual € baixa logo ap6s a emergéncia, sendo dependente do
aumento dos niveis de hormoénio juvenil presente na hemolinfa do inseto. Resultado
semelhante foi observado por Foster et al. (1995) para C. herana. Nesta espécie, a atracao
ocorreu somente apos um dia de idade do macho, intensificando-se do terceiro ao quinto e
reduzindo-se posteriormente. No entanto, a relacdo entre a idade e a percepcao
eletrofisioldgica ao feromdnio pode variar. Os mesmos autores observaram que machos de
C. obliquana responderam ao feromonio sexual na mesma propor¢ao durante uma semana,
enquanto que em E. postvittana machos e fémeas foram mais receptivos no terceiro dia de
idade.

A semelhanga entre a fertilidade média de fémeas monogamicas e poligdmicas, que
receberam machos virgens diariamente, durante toda a vida, também foi verificada por
Cook (1999) em P. interpunctella. O nimero médio de ovos férteis ndo diferiu
comparativamente as acasaladas com machos ja copulados anteriormente. Segundo o autor,
a quantidade de espermatéforos recebidos ndo alterou significativamente a média de
fertilidade, enfatizando ainda que machos virgens, embora tenham fornecido em apenas

uma copula, em média, trés vezes mais eupirene que os ja copulados, em ambos 0s casos
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apenas um evento foi suficiente para fertilizar todos os ovos. O autor discute que o
excedente de contetido espermatico transferido para a fémea seria vantajoso ao macho na
competi¢do espermatica e supressao da receptividade da parceira.

O padrao de oviposicdo de fémeas de G. molesta pareadas sob condigdes de
monogamia e poliandria foi semelhante (Figura 4). Em todos os tratamentos houve um pico
de posturas no terceiro dia, indicando que, independentemente dos fatores avaliados, o
periodo de maior oviposi¢ao ¢ de 24 a 48 horas apos a primeira copula. Além disso,
avaliando-se o periodo (dias) em que ovos férteis foram depositados, ndo foi constatada
diferenca (H= 2,30; GL= 2; P = 0,316) entre fémeas monogamicas (10,5 £ 0,85), pareadas

com machos de um dia (12,8 + 1,58) e de trés dias de idade (11,5 + 0,54).
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FIGURA 4. Numero médio diario de ovos férteis de fémeas de Grapholita molesta

pareadas sob condi¢des de monogamia e poliandria com machos de um e trés
dias de idade.
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A ocorréncia de um reduzido niimero de copulas ja mencionado anteriormente para
fémeas pareadas com machos de um dia, pode ter contribuido para uma maior longevidade
destas (17,88 + 1,26 dias), a qual foi significativamente semelhante nas pareadas com
machos de trés dias (13,47 £ 0,78) e maior que nas monogamicas (13,44 + 1,11 dias) (H=
5,25; GL=2; P = 0,072). Em H. virescens, as fémeas emergem com reservas nutricionais
para manutencdo de moderada producao de ovos e sobrevivéncia. No entanto, se ocorre
uma maior freqiiéncia de copulas durante o periodo de maturagdo dos odcitos, a oviposi¢ao
¢ estimulada, alterando o padrdo de distribuicdo nutricional pela realocacdo de reservas

para uma postura extra, reduzindo assim a longevidade da fémea (Proshold ez al., 1982).

4.2.2 Implicacdes da poliginia na performance reprodutiva de G. molesta

A fecundidade (H= 17,72; GL= 2; P < 0,05) e fertilidade (H= 22,47, GL=2; P <
0,05) médias das fémeas pareadas com os machos até o 15° dia de vida destes foram
significativamente menores naquelas de um e trés dias de idade pareadas com machos
poliginicos, em comparacdo com as mantidas com apenas um parceiro (monogamicos)
(Tabela 4). O menor numero de ovos das fémeas mantidas com machos poliginicos pode
ser em decorréncia de pareamentos que nao resultaram em copula, e assim reduziram a
média total. Considerando que até o 15° dia de vida dos machos houve 206 pareamentos
com fémeas de um dia de idade e 202 com as de trés dias, e dentre estes apenas 80 (38,8%)
e 126 (62,3 %) das fémeas foram, respectivamente copuladas. O restrito nimero de copulas
com fémeas mais jovens pode estar relacionado a menor emissdo de feromdnio destas,

como foi observado em estudos com quatro espécies de tortricideos por Foster et al. (1995).
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Conforme os autores, a maior atratividade de machos as fémeas ocorre a partir do segundo

dia, provavelmente em fungao da elevada concentragao de feromonio na glandula destas.

TABELA 4. Médias de fecundidade e fertilidade (+ EP) de fémeas de Grapholita molesta
pareadas com machos monogamicos ou poliginicos, avaliadas durante 15 dias.

Monogamia Poliginia (¢ 1dia) Poliginia (9 3dias)
Fecundidade 210,6 £ 12,64 a 102,65+ 10,98 b 99,55+3,82b
Fertilidade 190,4 + 14,81 a* 73,15+ 12,03 b 81,79 +4,45b

* Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente (o= 0,05)

A longevidade média (dias) dos machos poliginicos pareados com fémeas de um dia
de idade foi significativamente maior (27,86 = 2,90) que a dos monogamicos (16,70 = 1,21)
e dos pareados com as de trés dias de idade (15,94 + 1,61) (H=11,68; GL=2; P <0,05). A
maior longevidade dos machos pareados com fémeas de um dia pode ser em fungdo de que
61,2 % delas ndo terem sido copuladas, proporcionando assim, um menor gasto energético
aos machos deste grupo. Estes resultados corroboram os apresentados por McNamara et al.
(2008), os quais fizeram uma analise dos beneficios da poligamia em Cadra cautella
(Walker) (Pyralidae) e sugeriram que o custo dos machos na atividade reprodutiva, como a
producao do ejaculado, incorre em uma reducao no tempo de vida destes.

Com relagdo a idade reprodutiva do macho, o maior numero de fémeas copuladas
foi registrado quando estes apresentavam de trés a oito dias de idade, em ambos os

tratamentos (Figura 5). Verificou-se uma correlagdo negativa entre a idade do macho e o
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numero de fémeas copuladas tanto de um (r = - 0,621; GL= 23; P = 0,0009) quanto de trés

dias de idade (r = - 0,786; GL=27; P <0,0001).
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FIGURA 5. Numero didrio de fémeas de Grapholita molesta copuladas por machos
poliginicos ao longo da vida.

A fecundidade média foi semelhante entre as fémeas pareadas com os machos do
primeiro ao 15° dia de vida deste, nos grupos poliginicos (H= 9,40; GL= 4; P= 0,051). Os
maiores valores médios de fertilidade foram registrados para as fémeas que estiveram com
os machos a partir do quarto dia de vida. Nas fémeas de um dia de idade, a fertilidade
somente diferiu entre as pareadas com machos cujas idades estavam entre os periodos de
um a trés e de quatro a seis dias de vida (H= 18,35; GL= 4; P< 0,05). No tratamento em que

os machos recebiam fémeas de trés dias, os maiores valores de fertilidade foram registrados
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quando estes tinham de quatro a nove dias, diferindo somente dos periodos extremos (H=
21,4; GL= 4; P< 0,05) (Figura 6). Os resultados sugerem que os machos de G. molesta

possuem uma capacidade reprodutiva estavel por um longo periodo de tempo.
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FIGURA 6. Médias de fecundidade e fertilidade das fémeas de Grapholita molesta de um
(A) e trés (B) dias de vida, pareadas durante os primeiros 15 dias de vida dos
machos. Letras distintas nas barras referentes a fertilidade indicam diferenca
estatistica entre as médias (a= 0,05).
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Foster & Ayres (1996) observaram que em machos de E. postvittana avaliados até o
15° dia de vida, a proporg¢ao de ovos férteis das fémeas nao ¢ afetada pela idade destes. No
entanto, resultado contrario foi evidenciado em C. pomonella, onde a fecundidade e
fertilidade foram reduzidas quando fémeas eram pareadas com machos de um e sete dias,
sendo os maiores valores registrados para os de dois e trés dias de idade (Knight, 2007).

A relagdo entre a fertilidade e a idade dos machos pode estar associada a quantidade
de contetido espermatico recebido pela fémea durante a copula. Apesar dos machos ja
emergirem com o sistema reprodutor totalmente formado e repleto de células espermaticas,
como foi verificado por Benz (1991) em tortricideos, a maturagdo e o volume destas
alteram-se durante a fase adulta. Além da idade, a redu¢do da capacidade de reprodugao dos
machos de G. molesta apds certo periodo, pode também ter sofrido a influéncia do nimero
de copulas que estes mantiveram ao longo da vida. Em alguns tortricideos, como C.
fumiferana e C. rosaceana (Harris), o percentual de ovos férteis reduz-se quando as fémeas
copulam com machos ja previamente acasalados, devido a uma diminui¢do linear de
esperma e de substancias provenientes das glandulas acessorias dos machos, observada na
bolsa copuladora da fémea, a medida que o numero de acasalamentos prévios do macho
aumenta (Marcotte ef al., 2005).

De maneira geral, constataram-se diferentes implicagdes da poligamia entre os dois
sexos de G. molesta. As fémeas ndo necessitam de copulas com machos adicionais e
virgens para elevar suas taxas de fertilidade e possuem um mesmo padrdo de oviposicao
independentemente do numero e da idade dos parceiros. Os machos, a partir do terceiro dia
de vida, demonstram aptidao em copular um grande niimero de fémeas, mantendo-se férteis

por um longo periodo de tempo.
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4.3 Impacto da idade e de multiplos acasalamentos no sucesso reprodutivo de

G. molesta

4.3.1 Bioensaio 1

Dentre os machos acasalados, 33,3% voltaram a copular, em média, 32 minutos
depois do inicio do segundo pareamento. O tempo da primeira copula variou de 28 a 47
minutos e o da segunda de 122 a 1.110 minutos, sendo esta, significativamente maior que a
primeira (U= 0; P< 0,0001) (Tabela 5). A evidéncia de um tempo de copula mais extenso
em insetos ja acasalados foi registrado também em outras espécies de lepidopteros como C.
pomonella (Howell et al., 1978), C. fumiferana (Marcotte et al. 2005), Pieris rapae
(Pieridae) (Linnaeus) (Bissoondath & Wiklund 1996) e Jalmenus evagoras (Donovan)
(Lycaenidae) (Hughes et al., 2000).

Em machos de G. molesta, a duragdo da segunda copula foi, em média, 15 vezes
maior que a da primeira, talvez em fun¢ao da indisponibilidade momentanea de ejaculado.
Conforme Oberhauser (1988), a maior duracdo das coépulas consecutivas pode ser em
decorréncia da diminui¢do na quantidade de substancias como proteinas, provenientes das
glandulas acessorias do macho, o qual necessitaria de um maior intervalo para produzi-las.

A variacdo no tempo de copula ndo se refletiu na fecundidade (U= 122,5; P=0,141),
fertilidade (U= 125; P= 0,162) e longevidade (U= 137; P = 0,204) das fémeas que
copularam com machos de distinto status, as quais foram semelhantes nos dois grupos
(Tabela 5). A manutencdo de fertilidade invaridvel em mais de um acasalamento ¢ uma
caracteristica relacionada, em grande parte, aos sistemas poligdmicos (Bissoondath &

Wiklund, 1996).
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TABELA 5. Médias (= EP) de fecundidade, fertilidade, longevidade (dias) e tempo de
copula (min) de fémeas pareadas com machos de Grapholita molesta virgens
(n=19) e previamente copulados (n = 19).

Fecundidade Fertilidade Longevidade Tempo
Virgens 1154+ 11,38 a* 102,6+11,58a 139+ 1,07a 357£1,25b
Copulados 92,7+ 16,36 a 78,0+ 1741 a 15,4+0,70 a 527,8 +£50,29 a

* Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem significativamente (o= 0,05)

4.3.2 Bioensaio 2

O tempo médio (min) da primeira copula foi significativamente menor que o das
demais (H= 7,43; GL= 3; P< 0,05) (Tabela 6). Este resultado também foi evidenciado em
C. pomonella, onde o periodo variou em fun¢do do numero de copulas do macho, sendo o
tempo médio de 37 min na primeira copula e de 76 na quarta (Howell et al., 1978). No
mesmo estudo os autores considerando apenas o primeiro acasalamento, observaram que as
copulas que duravam mais de 30 min resultavam geralmente em maiores espermatdforos,
enquanto os menores eram oriundos das que atingiam no maximo 25 minutos. No presente

estudo nao foi constatado a relagdo entre o tamanho do espermatéforo e o tempo de copula.

TABELA 6. Médias (= EP) de fecundidade, fertilidade, longevidade (dias) e tempo de
copula de fémeas pareadas com machos de Grapholita molesta virgens e de
distintos eventos de acasalamento (n= ntimero de casais).

Copulas Fecundidade Fertilidade Longevidade Tempo

1° (n=49) 155,8 £ 8,66 a* 152,1+9a 17,1092 a 348+2,62b
2° (n=39) 156,6 + 8,45 a 155,6 +8,59 a 17+£1,05a 95,1 14,84 a
3°(n=29) 151,6 £11,82 a 150,4+ 11,72 a 16,9+ 1,10 a 104,8 £ 17,90 a
4° (n=23) 130,5+ 13,75 a 129,5+ 13,90 a 151+1,26a 81,9+ 1426 a

* Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem significativamente (a= 0,05)
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Quando comparado o tamanho do ejaculado transferido pelo macho, o
espermatoforo oriundo da primeira copula foi significativamente maior que os demais, no
comprimento (1,43 £ 0,10 mm) (H= 71,93; GL= 3; P< 0,05) e na largura (0,83 £ 0,11 mm)
(H= 55,55; GL= 3; P< 0,05), sendo os transferidos nas demais copulas, iguais entre si
(Tabela 7). Jiménez-Pérez & Wang (2004b) também registraram em machos de C.
Jjactatana uma redu¢do na massa de esperma apds a primeira copula, mesmo com tempos
indistintos em consecutivos acasalamentos.

Evidenciou-se no presente estudo uma correlagdo negativa entre o numero de
copulas realizadas pelo macho com o comprimento (r= - 0,785; GL= 95; P< 0,0001) e
largura (r= -0,681; GL= 95; P< 0,0001) do espermatoforo, onde ambas as dimensodes (F=
152,91; R’*= 61,28%; P< 0,0001) (F= 82,07; R’*= 45,79%; P< 0,0001) apresentaram uma
variagdo significativa em fungao do status de copula do macho (Figura 7). Segundo Boggs
et al. (2003), em lepidopteros, apesar dos machos realizarem copulas subseqiientes mesmo
nao tendo quantidade adequada de ejaculado, a paternidade da prole em um maior numero

de fémeas ¢ garantida.

TABELA 7. Médias (£ EP) de comprimento (mm) e largura (mm) do espermatoforo
transferido para fémeas por machos de Grapholita molesta virgens e de
distintos status de acasalamento (n= numero de casais).

Copulas Comprimento Largura

1° (n=37) 1,4£0,01 a* 0,8+0,01 a
2° (n=26) 1,0+ 0,02 b 0,7+0,01b
3° (n=18) 1,L1+0,03b 0,7+0,01 b
4° (n=15) 0,9+0,01b 0,6+0,02b

* Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem significativamente (a= 0,05)
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FIGURA 7. Comprimento (mm) (A) e largura (mm) (B) dos espermatéforos em relagdo ao
numero de copulas de machos de Grapholita molesta.

Apesar da variacdo no tempo de cépula e na quantidade de esperma, eventos

sucessivos nao afetaram significativamente a fecundidade (H= 2,787; GL= 3; P= 0,425), a
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fertilidade (H= 2,361; GL= 3; P=0,501) e a longevidade (H= 1,795; GL= 3; P=0,616) das
fémeas pareadas com machos virgens, em comparacdo com aquelas pareadas com machos
de distintos historicos de acasalamento (Tabela 6).

A alteragdo no tamanho do espermat6foro nao interferiu no nimero de ovos férteis
depositados, como observado em P. interpunctela, por Cook (1999), e em C. pomonella,
por Knight (2007). Estes resultados indicam que a quantidade de ejaculado nao interfere no
sucesso reprodutivo destes insetos. A manutengdo da fertilidade pode ser em funcdo da
transferéncia de células espermaticas férteis em quantidade superior ao nimero de oocitos
produzidos pela fémea, mesmo quando o macho deposita menor ejaculado (Marcotte et al.,
2005).

No entanto, em algumas espécies o tamanho do espermatdforo pode intervir
diretamente na fertilidade. Em C. jactatana, o espermatoforo transferido na segunda copula
foi 45% menor que o da primeira, reduzindo a fertilidade em aproximadamente 23%
(Jiménez-Pérez & Wang, 2004b). O mesmo foi observado em fémeas de Tuta absoluta
(Meyrick) (Gelechiidae), as quais reduziram a fertilidade de 97 para 50% apds copularem
com machos virgens e acasalados 11 vezes, respectivamente (Silva, 2008). Segundo Foster
& Ayres (1996), mesmo quando a diminui¢do do espermatoforo em fungdo de copulas
sucessivas nao altera a fertilidade, esta pode interferir na capacidade do ejaculado em inibir

a aceitabilidade das fémeas a copulas conseguintes.

4.3.3 Bioensaio 3
Uma proporgao significativamente maior de fémeas (84%) foi receptiva a copulas

adicionais quando pareadas com machos ja acasalados, em comparagdo com aquelas
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copuladas por machos virgens (32,4%) (x°= 26,3; GL= 4; P< 0,001). A maior parte das
fémeas (67,6%) que havia copulado com machos virgens ndo copulou novamente. Dentre
as pareadas com machos ja acasalados, a maioria (44%) realizou trés copulas (Figura 8).

A permanéncia da receptividade da fémea apo6s a copula com macho ja acasalado
também foi verificado em fémeas de E. postvittana, que ao copularem com machos virgens
demoraram mais para reiniciarem o chamamento (Foster & Ayres, 1996). Tendo em vista
que machos acasalados transferem um menor ejaculado (Marcotte, 2005), tal evento pode
ser atribuido a menor quantidade de secregdes das glandulas acessorias masculinas e células
de apirene, as quais podem agir de forma a determinar o periodo refratario da fémea,
reduzindo ou até mesmo cessando a liberacdo de feromoénio (Kingan er al., 1993).
Enquanto, em outras espécies de tortricideos, como C. fumiferana e C. rosaceana, o
tamanho do espermatdéforo recebido nao interferiu na receptividade da fémea a recopula
(Marcotte et al., 2003, Jiménez-Pérez et al., 2003).

Levando-se em conta o grupo de fémeas que voltou a copular, o periodo refratario
entre o primeiro e segundo evento foi semelhante nas fémeas copuladas primeiramente com

machos virgens (4,18 dias) ou com acasalados (3,14 dias) (H=2,731; GL= 1; P=0,098).
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FIGURA 8. Percentual de fémeas de Grapholita molesta por nimero de copulas realizadas
ao longo da vida apés terem acasalado com macho virgem (barras cinza) ou
acasalados (barras brancas).

O restabelecimento da receptividade da fémea poderia estar vinculado ao periodo de
oviposic¢do desta, pois no presente estudo, este coincidiu com o0 momento em que 0 nimero
de ovos declinou. De acordo com Marcotte et al. (2006), a diminuicdo da quantidade de
odcitos, na medida em que ocorre a oviposi¢ao, seria responsavel pela aquisi¢do da
receptividade sexual. Copulas de curta duragdo, conforme Bissoondath & Wiklund (1996),
também poderiam gerar a necessidade de acasalamentos adicionais. No entanto, no presente
estudo, assim como registrado em C. jactatana (Jimenéz-Pérez et al., 2003), a duragdo
média (min) da primeira copula, foi semelhante (U=94,5; P= 0,311) entre as fémeas que
copularam apenas uma vez (33,7 + 1,65) das que tiveram copulas adicionais (37,3 = 3,05).

Fémeas de G. molesta que copularam apenas uma vez apresentaram médias de

fecundidade (U= 77; P= 0,068), fertilidade (U=79; P= 0,080) e longevidade (U= 81; P=



58

0,094) semelhantes aquelas que tiveram mais de um acasalamento (Tabela 8), assim como
o pico de oviposicao, independentemente do numero de acasalamentos foi no terceiro dia
apos a copula (Figura 9). Evento semelhante foi observado em fémeas de P. operculella e
Tecia solanivora (Povolny) (Gelechiidae) (Fenemore, 1977; Rincon & Garcia, 2007). Tais
resultados nao corroboram os compilados em algumas revisdes (Arnqvist & Nilsson, 2000;
Torres-Vila et al., 2004), nas quais os autores concluem que, em geral, altos niveis de
poliandria aumentam a oviposi¢ao e a fertilidade dos lepidopteros.

Tendo em vista a auséncia de um incremento na postura e longevidade das fémeas
de G. molesta por acasalamentos adicionais, supde-se que estes sejam mais vantajosos com
relacdo a selegdo de esperma e variabilidade genética (Boggs et al., 2003), do que na
obtencao de beneficios nutricionais utilizados na oviposi¢do (Vahed, 1998). Conforme
Wedell et al. (2002), apesar do comportamento poliandrico ser determinado por
componentes genéticos, a alteracdo no grau de poliandria de uma espécie pode ocorrer em
resposta a certas necessidades, como escassez de recursos.

TABELA 8. Médias (= EP) de fecundidade, fertilidade e longevidade (dias) e fémeas de

Grapholita molesta, acasaladas com machos virgens, que realizaram uma ou
varias copulas ao longo da vida.

Copulas Fecundidade Fertilidade Longevidade
Uma (23) 174 £ 9,26 * 172,2 +£9,45 12,30+ 1,16
Varias (11) 216,7+19,56 214,27 £ 18,79 14+226

* Médias nas colunas ndo diferem significativamente (a= 0,05)
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FIGURA 9. Numero médio de ovos férteis de fémeas de Grapholita molesta, acasaladas
com machos virgens, que realizaram uma ou varias copulas ao longo da vida.

4.3.4 Bioensaio 4

O maior tempo médio de copula foi registrado nos insetos de seis, nove e 12 dias de
idade, que diferiram dos de um e trés dias (H= 47,74; GL= 4; P< 0,05) (Tabela 9). Houve
uma correlacao positiva entre a idade e o tempo de copula (r = 0,503; GL= 119; P< 0,0001
¢), sendo significativa a variacio do segundo fator em funcio do primeiro (F= 40,45; R*=
24,74%; P< 0,0001) (Figura 10A).

A maior duragdo da copula em insetos que se acasalam tardiamente pode ser em
decorréncia da dificuldade dos machos em transferirem o ejaculado com o acréscimo da
idade, como ja foi observado também em C. rosaceana (Foster et al., 1995). Entretanto, em

outros tortricideos, como C. herana, Planototrix octo Dugdale e E. postvittana, os mesmos
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autores constataram que a duracdo da copula ndo foi alterada do primeiro ao sétimo dia de
idade.

TABELA 9. Médias (+ EP) de fecundidade, fertilidade e tempo de copula (min) de casais
de Grapholita molesta acasalados com diferentes idades (n= numero de

casais).
Idades Fecundidade Fertilidade Tempo
1 dia (n=14) 149 + 14,53 a* 146,4 + 14,50 a 32,21 +£1,92b
3 dias (n=26) 162,1 £8,59a 1549 +£8,27 a 36,07 +£1,09b
6 dias (n=32) 107,9 £ 10,03 b 94,4 +9,08 b 4490+2,45a
9 dias (n=26) 96,59 +7,79b 86,62+ 7,69 b 4496+ 1,53 a
12 dias (n=22) 78,5+9,99 b 49,5+ 11,06 b 59,40 £5,38 a

* Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem significativamente (a= 0,05)

O tamanho da prole de G. molesta também pode sofrer influéncia da idade, visto
que houve uma queda linear no numero de ovos a medida que os insetos foram pareados a
partir do sexto dia de vida. Os valores médios de fecundidade (H= 34,39; GL= 4; P< 0,05)
e fertilidade (H= 44,87; GL= 4; P< 0,05), registrados no presente trabalho foram maiores
nos insetos com um e trés dias de idade, diferindo dos demais (Tabela 9). Registrou-se uma
correlagdo negativa entre a fertilidade e a idade dos insetos (r = - 0,572; GL= 119; P<
0,0001), caracterizando a idade como um fator responsavel pelas variagdes ocorridas na
fertilidade das fémeas (F= 57,84; R%*= 32,14%; P< 0,0001) (Figura 10B).

A reducdo no nuimero de ovos férteis pode estar vinculada a demora para a
ocorréncia da primeira copula da fémea, como ja foi relatado para G. molesta por Fraser &
Trimble (2001), e em E. postvittana por Foster & Ayres (1996). De acordo com Chapman

(1998), fémeas de Dytrisia ja emergem com todos os odcitos que utilizardo ao longo da
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vida, e estes apenas aguardam o amadurecimento para serem depositados. Desta forma, a
postura de ovos inférteis ocorrida antes do acasalamento pode ter restringido o nimero de

odcitos que seriam fertilizados pelos machos, quando as fémeas parearam tardiamente.
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FIGURA 10. Tempo de copula (min) (A) e a fertilidade (B) em relagdo a idade (dias) dos
individuos de Grapholita molesta.
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Deste modo, a performance reprodutiva de G. molesta foi afetada somente pela
idade dos individuos. O niimero de acasalamentos anteriores do macho nao reduziu sua
capacidade de inseminagdo, assim como as fémeas independem de copulas adicionais para
atingirem o apice reprodutivo. Tais resultados caracterizam G. molesta como uma espécie
de elevado potencial reprodutivo, sendo este um aspecto relevante para que assuma a

condicao de praga em pomares de rosaceas.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condi¢cdes sob as quais

foram realizados os bioensaios, foi possivel concluir que:

em fémeas de G. molesta, com o avango da idade ocorre uma reducao no tamanho
da bolsa copuladora e dos ovidutos, e um aumento do receptaculo seminal e dos

ovarios;

a copula, em fémeas de G. molesta, resulta no aumento da bolsa copuladora e na

redugdo dos ovarios;

em machos de G. molesta, com o avango da idade, ocorre uma redugdo dos
testiculos e dos vasos deferentes, e um aumento da vesicula seminal acessoria e dos

dutos ejaculatorios;

a copula, em machos de G. molesta, resulta na diminui¢ao da glandula do duto e do

duto ejaculatorio duplo;

a presenga do mesmo (monogamia) ou de distintos parceiros (poliandria) ao longo
da vida, ndo altera as médias de fecundidade, fertilidade e padrao de oviposi¢ao de

fémeas de G. molesta;

a monogamia em machos de G. molesta acarreta em médias de fecundidade e

fertilidade elevadas;

machos de G. molesta, a partir do terceiro dia de idade, copulam um maior namero

de fémeas, mantendo-se férteis até o décimo segundo dia de vida;
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imediatamente apos o término de um acasalamento, machos de G. molesta sao aptos
a copular com outra fémea, sem alterar a capacidade de fertilizagdo, embora a

duracdo da copula seja maior;

a duracdo da primeira copula do macho de G. molesta ¢ menor que a das realizadas

até o quarto acasalamento consecutivo, em intervalos de 24 horas;

o tamanho do espermatdéforo transferido para fémeas de G. molesta reduz da

primeira para a quarta copula do macho;

a fecundidade, fertilidade e longevidade das fémeas de G. molesta ¢ igual quando

copuladas com machos virgens ou acasalados até quatro vezes;

fémeas de G. molesta que copulam com machos ja acasalados sdo mais receptivas a

novas copulas;

a fecundidade, fertilidade, longevidade e padrdo de oviposicdo das fémeas de G.

molesta ndo se alteram com uma ou varias copulas;

a fecundidade e fertilidade de G. molesta se reduz-se a medida que o casal

envelhece;

o aumento da idade de G. molesta eleva o tempo médio do acasalamento.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo oferecem subsidios relevantes no que diz respeito
a capacidade de reproducdo de machos e fémeas de G. molesta, levando-se em conta a
idade fisiologica dos insetos e a interferéncia de copulas anteriores.

O fato dos machos de G. molesta manterem-se igualmente férteis durante grande
parte da vida, e mesmo apos inimeras copulas, faz com que sua presenca no campo torne-
se um risco as técnicas de controle utilizadas, especialmente naquelas baseadas em métodos
comportamentais, como a confusdo sexual. Além disso, soma-se o fato das fémeas
coespecificas ndo necessitarem de copulas adicionais para atingirem o apice reprodutivo ou
elevarem sua longevidade. Sugerindo que, mesmo sob a desorientagdo provocada por
plumas feromonais sintéticas, apenas um encontro dos sexos seria necessario para garantir a
proxima geragao.

As informagodes obtidas pelos testes comportamentais foram ainda corroboradas pela
analise morfoldgica dos o6rgaos internos de reproducdo dos insetos, demonstrando que os
machos variam minimamente em funcdo da idade e status de cdpula, ao contrario das

fémeas. Além disso, ambos ja emergem aptos ao acasalamento, ndo necessitando de
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extenso periodo para a maturacdo reprodutiva, como observado em outras espécies de
lepiddpteros.

O conhecimento dos parametros reprodutivos abordados no presente estudo pode
auxiliar na interpretagdo dos niveis de dano obtidos em armadilhas de monitoramento,
assim como, no aprimoramento dos métodos de controle comportamental. Sugerindo a
utilizagdo de armadilhas atrai e mata, em detrimento apenas da confusdo sexual, ¢ a
implantagdo de liberadores feromonais antecipadamente ao calendario usual, em fun¢do da

atividade reprodutiva precoce e elevado potencial bidtico da mariposa-oriental.
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