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Coleta, Triagem e Dissecacdao de Fémeas
de Grapholita molesta (Busck, 1916)
(Lepidoptera: Tortricidae) para Avaliacao
do Estado Reprodutivo

Introducéo

A mariposa-oriental, Grapholita molesta (Busck, 1916) (Lepidoptera: Tortricidae)
(Figura 1A) é uma das principais pragas das frutiferas rosaceas, principalmente
de macieira e pessegueiro no Brasil (BOTTON et al., 2011; ARIOLI et al.,

2014). Os danos provocados pelas lagartas podem ser observados tanto nos
brotos das plantas como nos frutos (Figura 1B). Ao atacarem os ponteiros,
prejudicam a formacao das plantas e, estando estas em producao, comprometem
o desenvolvimento das gemas floriferas. Nos frutos, o ataque ocorre
preferencialmente préximo ao pedunculo ou ao célice, onde a lagarta penetra
para se alimentar da polpa junto a regiao carpelar. Nesse local, formam galerias
internas, depreciando os frutos para o comércio in natura (BOTTON et al., 2011)
(Figura 1B).

Para o controle da mariposa-oriental, o uso de inseticidas ainda é a principal
estratégia utilizada pelos fruticultores (KOVALESKI; RIBEIRO, 2002; MAPA,
2014). No entanto, hd uma necessidade cada vez mais urgente de disponibilizar
alternativas ao controle quimico, principalmente para preservar os organismos
benéficos presentes nos pomares, como os inimigos naturais (MANZONI et al.,
2006;. MOURA et al., 2012) e os polinizadores (PINHEIRO; FREITAS, 2010;
HENRY et al., 2012; ROCHA, 2012; ARIOLI et al., 2015). Além disso, o elevado
periodo de caréncia de diversos inseticidas limita o emprego dos produtos na pré-
colheita das frutas.

A comunicacdo, por meio de sinais quimicos é parte integrante do comportamento
dos insetos, que utilizam o sistema olfativo como fonte primaria de informacao
(BENTO, 2000). No caso de G. molesta, a comunicacado entre os machos e fémeas
visando o acasalamento é intermediada por feromdnio sexual. Essa substancia é,
inclusive, uma das ferramentas disponiveis para o manejo integrado de G. molesta
nos pomares (BENTO, 2000; MONTEIRO et al., 2008; PASTORI et al., 2008;
ARIOLI et al., 2013).

-

-
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Fig 1. Adulto de Grapholita molesta em ramo (A) e lagarta em fruto de macieira (B).
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O controle da mariposa-oriental, pela técnica da
interrupcao do acasalamento (TIA), consiste em
liberar no ambiente uma quantidade de feroménio
sexual sintético superior aquela emitida naturalmente
pelas fémeas. Nesse ambiente saturado de
feromdnio, os machos ficam desorientados e nao
encontram o sexo oposto para a realizacdo da cépula
(ARIOLI et al., 2013). Isso evita que as fémeas
sejam fecundadas e, como consequéncia, resulta

na reducao das futuras geracdes do inseto (CARDE;
MINKS, 1995; MONTEIRO; HICKEL, 2004; ARIOLI et
al., 2013).

No Brasil, a partir de 2006, trabalhos de pesquisa
foram conduzidos para avaliar o emprego do
feromoénio sexual para o controle de G. molesta por
meio da TIA (MONTEIRO et al., 2008; PASTORI

et al., 2008; PASTORI et al., 2012; ARIOLI et al.,
2013). Os trabalhos resultaram no lancamento no
mercado de trés formulacdes comerciais para o
controle da espécie (MAPA, 2014). A tecnologia
foi desenvolvida e reconhecida pelo setor produtivo
como uma importante ferramenta para o manejo
da mariposa-oriental chegando a ser empregada
em aproximadamente 30% das areas de producéao
de macieira e pessegueiro no Brasil (ARIOLI et al.,
2013).

Apesar da eficadcia comprovada, existem muitos
fatores que interferem no sucesso da TIA para o
controle da mariposa-oriental, com destaque para o
formato e a dimensao das areas de cultivo, a dose,
o momento e o modo de aplicacao dos liberadores
de feromOnio, bem como os niveis populacionais do
inseto (ARIOLI et al., 2013).

Segundo Arioli et al. (2013), apés a implantacédo da
TIA nos pomares, é fundamental o monitoramento
continuo da populacao da mariposa-oriental. Para
isso, atualmente recomenda-se inspecionar as
armadilhas, modelo Delta contendo feromoénio sexual
sintético, duas vezes por semana para averiguar

a possivel presenca de adultos da espécie na area
(KOVALESKI et al., 2008; ARIOLI et al., 2014). A
auséncia de machos capturados nas armadilhas (zero
capturas) é um indicativo da eficacia da técnica
(RICE; KIRSCH, 1990), uma vez que, em hipétese,
demonstra que os machos nao estao encontrando as
fontes naturais de feromdnio (fémeas). No entanto,
essas armadilhas, por serem altamente seletivas,
atraem apenas machos, ndao permitindo identificar

o real efeito da TIA na reducdo dos acasalamentos.
Em diversas situacdes, nas dreas onde se emprega
a TIA, nao é obtido um controle eficaz, sendo
observado dano significativo pelo ataque da praga,
principalmente no momento da colheita dos frutos,
quando ndo had medidas corretivas que possam ser
adotadas.

A implantacdo de um sistema de monitoramento
alternativo ao uso de feromdnio sexual, utilizando
atrativos alimentares para captura de fémeas e a
disponibilidade de uma metodologia que permita
realizar a sexagem dos individuos, bem como a
avaliacao do estado reprodutivo, é fundamental para
romper essa barreira que limita a utilizacdao da TIA
Nnos pomares comerciais.

Estudos buscando definir armadilhas e atrativos
alimentares para monitorar as fémeas de G. molesta
estao sendo realizados em diferentes paises,
incluindo o Brasil (CICHON et al., 2012; KNIGHT et
al., 2013; STRAPASSON, 2012; PADILHA et al.,
2014). Nesse caso, um dos pontos fundamentais
para a conducao dos trabalhos é estabelecer uma
metodologia para a dissecagao dos adultos de

G. molesta capturados nas armadilhas, visando
conhecer seu estado reprodutivo. Para a Ordem
Lepidoptera, existe uma metodologia de dissecacao,
utilizada na identificagdo dos individuos, pela qual se
preservam os 6érgaos internos da regiao abdominal.
No entanto, esse procedimento demanda tempo e
emprego de mao de obra especializada (MACKENZIE,
1968; GILLIGAN; EPSTEIN, 2012).

Partindo desse pressuposto, o objetivo desta Circular
Técnica é descrever uma metodologia para coletar,
triar e dissecar fémeas de G. molesta capturadas em
armadilhas contendo atrativos alimentares para a
observacao da genitélia e, consequentemente, definir
o estado reprodutivo das mesmas.

Monitoramento, coleta e triagem dos
insetos

O monitoramento de G. molesta em pomares que
utilizam a TIA pode ser realizado com a armadilha
Ajar (Figura 2A) (CICHON et al., 2012, PADILHA

et al., 2014). Essa armadilha pode ser construida a
partir do modelo Delta de coloragao branca, com as
seguintes dimensdes: 10,0 cm de altura x 19,5 cm
de largura x 28,4 cm de comprimento e com &area de
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fundo adesivo correspondente a 385,3 cm?. O fundo
da armadilha é recortado no centro, em formato de
circulo com 9 cm de diametro, sobre o qual insere-se
um piso adesivo, também recortado no centro, com
o mesmo didmetro (Figura 2B). No orificio, acopla-se
um copo plastico com capacidade de 700 mL para a
deposicao de aproximadamente 300 mL de atrativo
liqguido (Figura 2). O atrativo recomendado é uma
solucdo de aclicar mascavo (8,69%) e acetato de
terpenila (0,5%) e deve ser substituido a cada 15
dias (CICHON et al., 2012; KNIGHT et. al., 2013;
PADILHA et al., 2014).

Para evitar a queda e consequentemente o contato
dos insetos com o atrativo, o copo deve ser fechado
com tecido tipo voil, de coloracao branca, com 20
cm de comprimento x 15 cm de largura (Figura 2B).

Padilha, A. C. E

Fig 2. Armadilha Ajar contendo atrativo liquido (A); Vista interna
do piso adesivo perfurado, com o orificio coberto com tecido
voil (B).

Padilha, A,

Para a instalacdao da armadilha, deve se adotar a
mesma metodologia recomendada para o modelo
Delta iscado com feromoénio sexual (CICHON et al.,
2012; PADILHA, 2015). As vistorias devem ser
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Fig. 3. Piso adesivo da armadilha Ajar contendo insetos atraidos
pelo atrativo liquido. Em destaque um adulto de G. molesta.

iniciadas no momento da instalacdo dos emissores e
repetidas semanalmente até a colheita dos frutos.

A utilizacdao da armadilha Ajar possibilita que a
captura dos insetos seja realizada pelo piso adesivo,
evitando que estes entrem em contato com o liquido.
Isso facilita a observacao dos insetos no momento
da vistoria das armadilhas, pois basta retirar o piso
adesivo e efetuar a contagem dos adultos de G.
molesta capturados (Figura 3).

A retirada dos insetos do piso adesivo, para sexagem
e avaliacao do estado reprodutivo é realizada
adicionando-se, com o auxilio de um conta-gotas ou
de uma seringa de injecao, uma pequena quantidade
de solvente de tinta Aguarras® sobre o corpo do
adulto de G. molesta (Figura 4A). Aguarda-se cerca
de um minuto para que ocorra o desprendimento

da cola e retira-se o inseto com o auxilio de uma
pinca, armazenado-o em frasco do tipo Eppendorf®
contendo éalcool 70% (Figura 4B).

Fig. 4. Aplicacdo de solvente para a retirada dos insetos do piso adesivo (A) e transferéncia dos adultos de Grapholita molesta para frascos

Eppendorf® com auxilio de pinca (B).
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Sexagem de G. molesta

Antes da dissecacao é necessario realizar a sexagem
de G. molesta, separando os machos das fémeas
(Figura 5). Para tal, os insetos armazenados nos
frascos Eppendorf® devem ser retirados e colocados
individualmente em um vidro de relégio Syracuse®.
A parte ventral deve ficar voltada para cima, para

se observar a genitélia.

Arioli, C. J.

A genitalia masculina é caracterizada por uma valva
alongada com cucullus arredondado (Figura 5C).

A genitalia feminina é caracterizada por extensoes
laterais retangulares da esterigma com projecoes
posterolaterais pontiagudas (Figura 5B) (GILLIGAN;
EPSTEIN, 2012).

Arioli, C. J.

Fig. 5. Adultos de G. molesta com a parte ventral voltada para cima, facilitando a sexagem pela avaliacdo de genitélia. Fémea a esquerda e

macho a direita (A). Detalhe da genitélia da fémea (B). Detalhe da genitalia do macho (C).

Dissecacdo de fémeas de G. molesta

Para a identificacao do estado reprodutivo

de G. molesta é necessério que se faca, sob
estereomicroscopio, a dissecacao do abdome das
fémeas para a retirada da bolsa copuladora. E nesse
6rgao que os machos depositam os espermatéforos
durante o acasalamento, servindo para discriminar
entre fémeas virgens e acasaladas (MORAIS et al.,
2009). Para tal, adaptou-se a metodologia proposta
por Gilligan & Epstein (2012), seguindo as etapas
abaixo:

1) A fémea deve ser colocada no centro de um vidro
de relégio Syracuse®, adicionando-se solucao de
agua e detergente para quebrar a tensao superficial
da agua e evitar que o inseto flutue, o

que dificulta o seu manuseio (Figura 6).

2) O abdome é separado do corpo do inseto com um
bisturi, deixando o térax, asas e cabeca nas bordas
do vidro de relégio Syracuse® (Figura 7).

Durante esse processo é importante que se tenha a
disposicdao um pincel de ponta fina e microsseringas

Padilha, A. C.

Fig. 6. Fémea adulta de Grapholita molesta colocada no centro do

vidro de relégio Syracuse® sob a lupa.

(empregadas na aplicacao de insulina) para limpar o
excesso de residuos (escamas e gorduras), que sao
eliminados durante o corte.

3) A seguir, ao abdome destacado, adicionam-se duas
gotas de hidréxido de potassio (KOH 10%), e deixa-
se agir por 10 minutos, para que sejam retiradas as
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gorduras aderidas a bolsa copuladora. Isto também
permitird a posterior limpeza da peca e a perfeita
observacao do estado reprodutivo (acasalamento).

Padilha, A. C. Padilha, A. C.

Fig. 7. Vista ventral de uma fémea adulta. A seta vermelha indica
o local onde o abdome deve ser separado do resto do corpo do

inseto (A). Abdome separado (B).

4) Para a abertura do abdome, recomenda-se a
utilizacdo de duas agulhas histolégicas. Uma delas é
empregada para aprisionar o abdome entre o 6° e 7°
segmento abdominal e com a segunda, promove-se a
abertura ou o corte do tegumento, tomando cuidado
para nao romper demasiadamente o mesmo. Deve-se
abrir parcialmente um lado, e, se preferir, em seguida
pode-se realizar o mesmo procedimento no lado
oposto (Figura 8).

Padilha, A. C.

Fig. 8. Inicio do processo de retirada de tegumento e tecido
adiposo dos ultimos segmentos abdominais para a separacéo da
bolsa copuladora do abdome. As setas indicam onde as agulhas
devem separar o tecido de forma que nédo danifique a bolsa

copuladora.

para Avaliacdo do Estado Reprodutivo

E importante retirar o tegumento com cuidado, para
nao danificar a bolsa copuladora, impossibilitando

a identificacdo do estado reprodutivo. Retire
cuidadosamente o tecido adiposo em volta da bolsa
copuladora. Como esta é de origem ectodérmica,

a sua estrutura é mais rigida, destacando-se no
meio do tecido adiposo entre o 6° e 0o 7° segmentos
abdominais (Figura 9).

Padilha, A. C.

Fig. 9. A seta indica a localizacao da bolsa copuladora em meio

ao tecido adiposo.

5) Uma vez aberto o abdome (Figura 10), com um
pincel de formato redondo com cerdas sintéticas
curtas (n° O) e as agulhas histolégicas, inicia-se a
limpeza dos tecidos gordurosos que ficam envoltos
a bolsa copuladora (Figura 11). Paralelamente a
retirada da gordura, deve ser feita a limpeza de
escamas com agua, usando microsseringas, para
que a visualizacao da bolsa copuladora seja a
melhor possivel (Figura 12A e 12B).

6) Com a bolsa copuladora visivel é possivel
constatar se a fémea ja acasalou. Em fémeas
virgens a bolsa copuladora é achatada e de
coloracao opaca (Figura 13A). J4 em fémeas
acasaladas, essa estrutura apresenta-se com um
aspecto translicido, inflado e endurecido, em
funcao da presenca do(s) espermatéforo(s) em seu
interior (Figura 13B) (MORAIS et al., 2009).

Essa metodologia de dissecacao é de relativa
facilidade de execucédo e aprendizagem, podendo
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Fig. 10. Separacédo completa do abdome e da bolsa copuladora. Fig. 11. Bolsa copuladora coberta com tecido adiposo.
Em destaque a bolsa copuladora.

Fig. 12. Bolsa copuladora ap6s retirada do tecido adiposo. (A) Bolsa copuladora ja visivel apés limpeza com H,O; a seta vermelha indica os
espinhos caracteristicos da espécie G. molesta (B).

Arioli, C. J. Arioli, C. J.

Fig. 13. Bolsa copuladora de uma fémea virgem (A) e acasalada com a presenca de espermatéforos em seu interior (B).
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ser realizada por pessoa previamente treinada e que
possua os materiais necessarios.

A verificacdo do estado reprodutivo das fémeas

de G. molesta é uma estratégia fundamental para
assessorar o monitoramento de pomares submetidos
a TIA. Através dela, é possivel definir com maior
precisao a necessidade da aplicagcdo complementar
de inseticidas nas areas tratadas com o feroménio
sexual sintético.
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