REVISTA BRASILEIRA DE ZOOLOGIA

Revta bras. Zool., S. Paulo 4(1): 33-46 1.vii.1987

HISTOLOGIA Y MORFOLOGIA DEL SISTEMA REPRODUCTOR EN HEMBRAS
DE RHAGOLETIS CONVERSA (BRETHES) Y DE RHAGOLETIS NOVA
(SCHINER) (DIPTERA, TEPHRITIDAE)

Verénica Flores Rojas!
Daniel Frias Lasserre!
Humberto Martines Arteaga’

ABSTRACT

The histology and morphology of the reproductive system of females of Rhagole-
tis conversa (Bréthes) and Rhagoletis nova (Schiner) were studied. These species pa-
rasitize wild and cultivated Solanaceae respectively.

Adult females of both species were collected in natural populations in the Cen
tral Zone of Chile. In order to study the development of ovaries the females collec-
ted were sacrificed at different ages. Once obtained, ovaries were prepared for opti-
cal microscopy by using histological and squash standard techniques.

Results show that within each one of ovarioles it can be observed follicles arran-
ged in line and showing different stages of maduration. It can be described about 6
follicle stages in the ovarioles studied.

Ovaries of both species show a very similar structure. However, females of
Rhagoletis nova show an ovipositor wider than R. conversa. The number of ovario-
les of R.nova is also higher than in R. conversa.

INTRODUCCION

De todas las familias de dipteros, las especies de Tephritidae, denominadas
communmente ‘‘mosca de las frutas” son las que causan mayor dafio en plantas cul-
tivadas en diferentes regiones del mundo (Foote, 1967; Foote & Blanc, 1963;
Christenson & Foote, 1960; Boller & Prokopy, 1976). Las hembras gravidas,
segun la especie, pueden depositar sus huevos en los frutos, en las flores o bien en
los tallos de las plantas. Las larvas se alimentan de los tejidos vegetales causando
dafios de consideracion. Ceratitis, Anastrepha, Rhagoletis y Dacus son los principa-
les géneros de Tephritidae cuyas especies infectan frutas. Los dafios provocados por
las larvas perjudican la comercializacion e industrializacion de una gran veriedad de
frutas (Christenson & Foote, 1960; Bateman, 1972; Malavasi et alii, 1980; Malava-
si & Morgante, 1980; Malavasi & Morgante, 1981).

El género Rhagoleris en Chile estarfa representado por 4 espécies: R. conversa,
R. nova, R. tomatis y R. penela,que viven asociadas a plantas silvestres y cultivadas
de la familia Solanaceae (Foote, 1981).

En las especies chilenas de Tephritidae no existe informacion respecto a la histo-
logia del aparato reproductor. La informacion disponible estd limitada a aspectos
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de su biologia evolutiva (Bateman, 1972; Foote, 1981; Frias, 1981). Por este moti-
vo es necesario emprender trabajos de esta naturaleza, preferentemente en especies
que viven asociadas a plantas cultivadas. Ademds es preciso estudiar también aque-
llas especies que constituyen plagas potenciales por vivir en hospederos silvestres,
estrechamente emparentados a plantas de importancia agricola (Carpinelli, 1958;
Bateman, 1972; Foote, 1981).

Los objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:

a) Describir la morfologia externa del sistema reproductor de hembras en R. nova

y R. conversa.

b) Analizar y describir histologicamente los 6rganos reproductores de hembras en

R. nova y R. conversa, con especial atencién a sus ovarios.

Estos estudios son importantes a fin de aportar con nuevos elementos para la
identificacion de estas especies, ya que ellas son morfologicamente muy similares
entre si. Ademds contribuirdn en la elaboracion de programas de control integrado
de estas plagas agricolas.

MATERIAL Y METODO
Procedencia del Material Biologico

Se utilizaron hembras de dos razas huéspedes de R. conversa que viven asociadas
a 8. nigrum y S. tomatillo. Estos dipteros se recolectaron en las Vizcachas y las Ver-
tientes, a 30 km y 36 km S.E. de Santiago, respectivamente. También se emplea-
ron hembras de R. nova, colectadas en su planta hospedera, S. muricatum (pepino
dulce), en la localidad de Hijuelas (Pachacama) distante 100 km N.O. de Santia-
go. De ambas especies se colectaron ejemplares adultos y preadultos, y a partir
de estos ultimos se obtuvieron los adultos en el laboratorio.

Disecciones (Examen Mediato)

Se disectaron hembras a los 5, 10y 15 dias, después del nacimiento con el obje-
to de caracterizar el ovario a diferentes edades. Las disecciones de adultos obteni-
dos en la naturaleza y laboratorio, se realizaron después de la eterizacién de las
hembras en buffer fosfato O.2M ph, 7.2. Los organos se transfirieron en forma in-
mediata al fijador Bouin alcoholico manteniéndose durante 6 horas el ovario ais-
lado y 24 horas el abdomen completo.

Coloracion

Hematoxilina de Harris-Eosina: método de rutina para reconocimiento de
estructuras (Lopez et alii, 1982).

Aplastamientos (Examen Inmediato)

Para estudiar la morfologfa externa del sistema reproductor, algunos Organos
disectados se tifieron con Azul de Toluidina al 1%, por algunos segundos, se lava-
ron en buffer fosfato. Posteriormente se visualizaron en un microscopio estereosco-
pico mediante un suave aplastamiento.
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Mediciones

En todos los promedios obtenidos, en relacion a las mediciones de conductos,
organos y células, se utilizd una muestra de diez individuos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los andlisis histologicos y morfologicos de los organos reproductores en Rha-
goletis conversa 'y Rhagoletis nova fueron muy similares, por ello a continua-
cion se presentan los resultados obtenidos en conjunto destacando las diferencias
encontradas.

El sistema reproductor en ambas especies esta constituido por: dos ovarios, dos
conductos laterales que terminan en un conducto comin que desemboca en la va-
gina, dos espermatecas, un par de glandulas colaterales, un receptaculo seminal y
un aparato ovipositor (Fig. 1).

FIGURA 1

Fig. 1: Morfologia del sistema reproductor en hembras de R. conversa y R. nova (Vista Ven-

tral).
ABREVIACIONES

BC. = Bursa Copulatriz GL.C = Gléandula Colateral
BM. = Bulbo Muscular ov = Ovario
C.ESP = Conducto Espermateca OVA = Ovariolo
C.GL.C = Conducto Glandula Colateral ovC = Oviducto Comin
ESP = Espermateca OVL = Oviducto Lateral
F.OVP.B = Funda Ovipositor Basal OovVP = Ovipositor
F.OVP.D = Funda Ovipositor Distal VAG = Vagina



36 Revta bras. Zool.

HISTOLOGIA Y MORFOLOGIA DE ORGANOS REPRODUCTORES
A. — Ovarios

Son dos cuerpos ovalados situados a nivel del 40 o 50 segmento, rodeados por
una delgada membrana epitelial. Los ovarios estdn constituidos por unidades indi-
viduales y funcionales llamadas ovariolos. Cada ovariolo estd rodeado por un delga-
do tejido conectivo de la membrana peritoneal que distalmente forma el filamento
terminal, y en la region basal continia con el epitelio del oviducto lateral y de la
cubierta ovatica (Figas. 2, 3). En Tephritidae se ha descrito que el promedio de ova-
riolos por ovario es caracteristico para cada especie (Davey, 1965). De maneira si-
milar en este estudio se encontraron diferencias interespecificas significativas en
‘el promedio de ovariolos por ovario (Tabla 1).

Dentro del ovariolo de tipo politropico (Davey, 1965) encontramos una serie li-
neal de foliculos de nimero variable en sucesivos estados de desarrollo. Un foli-
culo consiste en un racime de 16 células o cistocitos (1 célula huevo u oocitoy 15
células nutritivas) rodeadas por una capa celular clibica denominada epitelio folicu-
lar. Se distinguen 4 zonas en el interior del ovariolo, filamento terminal-anterior,
segmento germinal, segmento vitelar y pediculo posterior (figs. 2, 3). En ambas
especies estudiadas los ovarios miden aproximadamente 400 u de longitud por
180 u de ancho en hembras de 3 dfas, y hasta 1.200 u de longitud por 800 u de an-
cho en hembras gravidas ocupando casi por completo la cavidad abdominal.

A. 1. — Citologia y Estados Foliculares del ovariolo

A.l. a. — Zona Germinal:

En la base de esta zona existe un grupo de células llamadas oogonias, su ni-
cleo mide aproximadamente 5 u + 0.44 de didmetro, mediante mitosis dan origen
a cistoblastos. Un cistoblasto, segin la terminologia de King ez alii (1975), es la
célula madre de los componentes del foliculo. Cada cistoblasto sufriria cuatro di-
visiones mitoticas dando origen a 16 cistocitos que corresponden a células de me-
nor tamafio cuyo nicleo mide 4 p + 0.43 de didmetro y un dnico nucléolo. Los
16 cistocitos empiezan a aumentar de tamafio y polarizarse en la zona final del seg-
mento germinal, gracias a la penetracion de células foliculares provenientes del re-
vestimiento del ovariolo, y del tejido prefolicular que existe en la zona germinal

(fig. 2,3).
A. 1.b. — Zona vitelar:

En este segmento del ovariolo, el oocito y las 15 células nutritivas que lo acom-
pafian experimentan un agudo proceso de crecimiento y desarrollo, que permite
finalmente la obtencion del huevo maduro.

En la zona vitelar pueden reconocerse alrededor de 6 estados foliculares que pue-
den agruparse en previtelogénicos y vitelogénicos. Sin embargo, debe entenderse
que este es un proceso dindmico de manera que no siempre es posible visualizar
los seis estados foliculares en los ovariolos de una hembra gravida.
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Fleum 7

Fig. 2: Representacion de algunos estados foliculares a lo largo del ovariolo en una hembra

gravida (Corte longitudinal).
ABREVIACIONES
Cc.c = Cordon Celular HM = Huevo Maduro
CEL.MIC = Células de la Micropila MEM.V = Membrana Vitelina
CEL.N = Célula Nutritiva MEM.PRT = Membrana Peritoneal
CIST = Cistocito 00C = Oocito
COR = Cori6n 00G = QOogonia
EPT.FOL = Epitelio Folicular PED = Pediculo
FOL = Foliculos TEJ.PREF = Tejido Prefolicular
FT = Filamento Terminal ZGR = Zona Germinal
Z.VT = Zona Vitelar

Foliculos previtelogénicos: son de forma esférica y sus medidas aproximadamen-
te van de 30 u a 120 p de didmetro. Las células que lo constituyen crecen rapida-
mente alcanzando alrededor de 50 u de didmetro celular y 36 u de didmetro nuclear.

19y 29estados foliculares: Después que el foliculo sale de la zona germinal todas
sus células comienzan a crecer al mismo ritmo. A partir del ler estado, empieza a
diferenciarse el niicleo del oocito. En el 29estado su nicleo aparece como una ve-
sicula germinal que no se tifie con hematoxilina; su didgmetro aproximado es de 7 u
y solo contiene 1 nucléolo, las células nutritivas que lo acompaifian poseen un ci-
toplasma més granular y mds basofilo que el oocito y un nicleo de cromatina
dispersa (Fig. 4). ;

Foliculos vitelogénicos: Son elongados y sus medidas varian entre: 120 u de
longitud por 90 u de didmetro hasta 400 p de longitud por 180 i de didmetro. El
tamaifio de las células nutritivas puede llegar a 80 u y su nicleo 60 u de diametro,
especialmente las ubicadas en la zona posterior del foliculo.

30 estado folicular: El oocito crece rapidamente originando una elongacion del
foliculo, su citoplasma es mds granular y se tifie mucho mas con eosina debido al
deposito de granulos de vitelo. Las células que acompafian al oocito también au-
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Figs. 3-6: Cortes histologicos de ovario y estados foliculares del ovariolo. Fig, 3: Corte histo-

logico lonfitudinal de ovario, zona germinal y vitelar con foliculos previtelogeénicos (R. nova)

l(gc. Fig. 4: Diferenciacion del oocito y células nutritivas, corte transversal del 29 estado fo-

licular conversa, S. tomatillo) 40x. Fig. 5: Vitelogénesis temprana, corte longitudinal del

30 estado folicular (R. conversa, S. nigrum). 10x. F}F 6: Vitelogénesis avanzada, corte longi-
ilo)

tudinal del 49 estado folicular (R. conversa, S. tomatillo) 10x.
ABREVIACIONES

CM = Células de 1a micropila F = Foliculos
CN ‘= Células nutritivas FT = Filamento terminal
C.NA = Células nutritivas anteriores HM = Huevos Maduros
C.NP = Células nutritivas posteriores M.N = Masas Nucleolares
C.ov = Cubierta Ovarica 00C = Qocito
EF = Epitelio folicular S.G = Segmento Germinal
E.FP = Epitelio folicular plano V1 = Vitelo
E’FC = Epitelio folicular cilindrico V.G = Vesicula Germinal

S.v = Segmento vitelar
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mentan de tamafio siguiendo un determinado patron, las células posteriores son de
mayor volumen que las anteriores; en sus nicleos la cromatina se dispersa atin mas
y aparecen masas nucleolares de forma esférica y nimero variable. A medida que
el foliculo crece las células que lo revisten se dividen por mitosis (Fig. 5).

40 estado folicular: Cambia en forma notoria el epitelio folicular, en su parte
anterior empieza a adelgazarse llegando a formar un epitelio plano; en la parte pos-
terior se vuelve cilindrico. El cambio del epitelio en la parte anterior del foliculo
permite la migracion de un grupo de células del epitelio cibico hacia el centro del
foliculo entre el oocito y células nutritivas. Se denominan células de la micropila
ya que participan en la formacidn de esta estructura en el huevo (Figs. 6 y 7). El fo-
liculo sigue elongdndose y aumenta la deposicién de grdnulos de vitelo en el cito-
plasma del oocito.

59 estado folicular: Después que las células de la micropila llegan a su lugar, el
epitelio folicular inicia un crecimiento hacia adentro rodeando la célula huevo.

Dean (1935) en sus estudios de Rhagoletis pomonella atribuye a esta etapa una
gran importancia, en ella se realizarfa un intercambio de material nutritivo en una
forma muy particular, ya que las células carecen de conexiones intercelulares a
diferencia de lo descrito en Drosophila (Miller, 1950; King, 1975) y Dacus tryoni
(Anderson & Lyford, 1965) por ejemplo: donde el traspaso ocurre en forma con-
tinua y no estd limitado a un estado folicular gracias a la presencia de estas conexio-
nes. En el presente estudio los andlisis se realizaron s6lo en microscopio optico de
manera que no es posible afirmar o negar la existencia de estos canales.

En esta etapa hay un aumento considerable del tamafio del oocito 2 expensas de
la degeneracion de las células nutritivas, las cuales eXperimentan retraccion, vacuo-
lizacion del citoplasma y picnosis nuclear (Fig. 8).

69 estado folicular: Termina la formacién de la membrana vitelina, area asumi-
da presumiblemente por el oocito e iniciada en estados anteriores (Miller, 1950).
Aparece primero como un halo eosindfilo alrededor del oocito y luego aumenta su
espesor.

El corion es secretado por las células foliculares dejando una delgada membrana.

Con la creacion de estas estructuras concluye la formacion del huevo (Fig. 9).

B. — Oviductos laterales:

Organos tubulares, delgados, en su region distal comunican con el oviducto
comun y en la basal con el extremo distal de los ovarios. Su pared la constituye una
capa epitelial que se continua con la cubierta del ovario y los ovariolos (Fig. 1).

C. — Oviducto comun:

Es un organo muscular, en su segmento anterior comunica a los oviductos late-
rales de cada ovario y en el posterior con la vagina (Fig. 1).

D. — Vagina:
Estructura tubular que en su extremo distal se modifica para formar la bursa. Su

extremo proximal se continda en el interior del ovipositor. Al corte se aprecia una
capa epitelial delineada por una delgada intima (capa no celular, quitinosa que apa-
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rece como una delineacion en el lumen) y por fuera una capa muscular irregular
(Fig. 10).

E. — Bursa copulatriz:

Es una bolsa muscular elongada que corresponde a la parte anterior de la vagina,
también es llamada Wtero por algunos investigadores (Dean, 1935). Al corte se apre-
cia una capa intima, una capa epitelial y por fuera la capa muscular dividida en cir-
cular interna y longitudinal externa (fig. 11).

Figs. 7-9: Estados folicuiares finales del ovariolo Fig. 7 VlteloEenesm avanzada, corte lon%l
dinal del 49 estado folicular (R. conversa, S. tomanllo) 40x. Fig. 8: Degeneracxon de células
nutritivas con formacion de membrana vitelina en corte longitudinal del 59 estado folicular
(R. conversa, S. tomatillo) 10x. Fig. 9: Formacion de corion y membrana vitelina corte trans-
versal del 69 estado folicular (R. conversa S. tomatillo) 10x.

ABREVIACIONES
CM = Células de la micropila E.F = Epitelio Folicular
C.N = Células nutritivas F = Foliculos
COR = Coridén 00C = Oocito
COR.F = Corién en Formacion HM = Huevos maduros
M.V = Membrana vitelina
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Figs. 10-13: Cortes histoldgicos de bursa, vagina, recepticulo seminal y ovipositor. Fig. 10:
Corte transversal de bursa o parte anterior de la vagina (R. conversa, S. tomatillo) 10x. Fig.
11: Corte transversal de bursa y recepticulo seminal con espermatozoides en su interior (

conversa, S. tomatillo) 10x. Fig. 12: Corte transversal de ovipositor en el interior de la funda
(R. nova)- 10x. Fig. 13: Corte transversal de ovipositor en el interior de la funda (R. nova) 40x.

ABREVIACIONES
B = Bursa F.0 = Funda ovipositor
CE = Cuticula externa HI = Hipodermis
C.ES = Conducto espermateca M = Muscular
ClI = Cutfcula interna 0 = Ovipositor
E = Espermios RE = Recto
EP = Epitelio R.S = Recepticulo seminal
VA = Vagina
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Figs. 14-17: Cortes histologicos de ovipositor, glandula colateral y espermateca. Flif. 14: Cor-
te longitudinal de ovipositor (R. nova) 10x. Fig. 15: Corte longitudinal de glandula colateral
y espermateca (R. nova) 10x. Fig. 16: Corte longitudinal de glandula colateral y espermateca
(R. nova) 40x. Fig. 17: Corte transversal de espermateca con espermatozoides en su interior
(R. conversa, S. tomatillo) 40x.

ABREVIACIONES
C.A = Célula adiposa F.O.P = Funda ovipositor proximal
CB = Célula basofila G.C = Glédndula colateral
CC = Célula cilindrica (0] = Ovipositor
E = Espermatozoides SE = Secrecion
ES = Espermateco T.C = Tubo Central
F.O.D = Funda ovipositor distal v = Vacuola
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F. — Receptdculo seminal:

Es una estructura aplanada que se extiende a partir de la superficie ventral de la
bursa y cubierta por la misma capa muscular que reviste a esta tiltima estructura. En
su interior pueden verse espermios que segin Nonidez (1920) son los primeros que
se reciben durante la copulacion y se utilizan en primera instancia en la fertilizacién
del huevo (Fig. 11).

G. — El ovipositor:

Es una estructura rigida, esclerozada. En R. conversa mide en longitud 1.10 mm
+0.05 y 0.17mm * 0.02 de ancho. En cambio en R. nova' mide 1.10mm + 0.10 de
longitud y 0,21 mm * 0.04 de ancho. La diferencia de amplitud es semejante a lo
descrito por Frias & Martinez (1982).

Su extremo distal es aguzado permitiendo a la hembra perforar la epidermis del
fruto para oviponer, su pared estd constituida por una gruesa cuticula, luego una
delgada hipodermis y dorsoventralmente dos pares de misculos. La cuticula posee
dos capas: a) la externa, que contiene un pigmento que le da el color caracteristico
y b) la interna que carece de pigmento y se tifie con colorantes c1toplasmétwos En
su extremo distal se aprecian dos tubos, uno al lado del otro. El mas pequefio y dor-
sal corresponde al recto, el ventral a una parte proximal de la vagina (Figs. 12 y 13).

H. — Funda o cubierta del ovipositor:

Basalmente el ovipositor se contintia con la funda, una regi6n flexible que lo une
al séptimo segmento abdominal y donde puede retraerse el ovipositor. Se diferen-
cian dos zonas: a) funda distal que es clara y membranosa, b) funda proximal es de
color café y no membranosa excepto en la region ventral (Fig. 14).

I. — Glandulas colaterales:

Son un par de cuerpos en forma de pera que miden aproximadamente 470 u de
longitud. Se conectan a la bursa mediante dos cortos y delicados conductos. Histo-
l6gicamente se distingue una tnica capa de células glandulares cilindricas con nu-
cleo basal y un nucléolo, miden 14 u de alto, en su citoplasma hay una vacuola que
se comunica con el lumen (Figs. 15 y 16). El extremo anterior del conducto es en-
sanchado y rodeado por un grupo de células musculares formando una estructura
mds desarrollad, el bulbo muscular, el cual actiia probablemente como impulsador
de la secrecion (Fig. 1). Nonidez (1920) en sus estudios de Drosophila concluye
que la secrecion activa los espermios. Christenson & Foote (1960) estimam que
actia en la lubricacion de la vagina previa a la oviposicion.

J. — Espermateca:

Consiste en un tubo central esclerozado que se extiende enteramente através del
cuerpo de la glindula revestido por una capa de cdlulas basofilas mds o menos ctibi-
cas de nucleo basal. Estas células miden aproximadamente 20 u de didmetro, en su
citoplasma poseen una vacuola con contenido acidéfilo que comunica al lumen. Por
fuera existe una capa de células adiposas (Figs. 15 y 16).
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El conducto de la espermateca tiene una longitud aproximada de 2.500 u. Gene-
ralmente en hembras fecundadas el lumen de la glandula contiene muchos esper-
matozoides como se aprecia en la figura 17. Se ha descrito que la espermateca posee
una funcién glandular y su secrecién probablemente entrega los nutrientes necesa-
rios para los espermatozoides almacenados alli (Nonidez, 1920).

CONCLUSIONES

El sistema reproductor en hembras de Rhagoletis conversa y Rhagoletis nova es-
td constiturdo por érganos semejantes a los descritos en otras especies de este géne-
ro (Dean, 1935; Drew, 1969; Dodson, 1978). Se aprecia un par de ovarios, dos
conductos laterales que terminan en un conducto comiin que desemboca en la vagi-
na, un receptaculo seminal, un par de espermatecas, dos glindulas colaterales y un
aparato ovipositor. ;

En hembras de ambas especies estudiadas, tanto el analisis histolégico como
morfologico del sistema reproductor, revel6 en general gran similitud en los dife-
rentes Organos y estructuras. Sin embargo se destacaron diferencias significativas
en el promedio de ovariolos por ovario y en la amplitud del ovipositor, siendo
ambos promedios mayores en R. nova que en R. conversa. Estas diferncias interes-
pecificas constituyen elementos taxonémicos importantes que permiten una mejor
identificacion de estas especies sinmorficas.

El mayor nimero de ovariolos registrados en R. nova sugiere que las hembras
de esta especie producirian una mayor cantidad de huevos. Esta mayor fecundidad
poseeria un valor adaptativo ya que permitiria la sobrevivencia de la especie, a
pesar de la rigurosa aplicacion de insecticidas que efectiian los agricultores sobre
las plantaciones de pepino dulce, con el fin de controlar el dafio que provocan las
larvas en el interior de los frutos.

Las caracteristicas del aparato ovipositor, en especial su sistema muscular, su
gruesa cuticula y la capacidad de retraccion en el interior de la funda, permiten
que las hembras perforen la epidermis de los frutos y desoven en el interior de
los tejidos vegetales.

La caracterizacion morfoldgica e histologica de los diferentes estados de madura-
cion del ovario en hembras de diferentes edades permitira, en trabajos futuros, es-
tabelecer el nimero de generaciones por afio y época de inicio del desove en pobla-
ciones naturales. Estos antecedentes son importantes para la elaboracion de progra-
mas de control integrado, en especial en R. nova, plaga del pepino dulce en Chile.
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t
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S = Desviaci6n standar.

S? = Varianza.

N = Nuamero de ovarios analizados.

*

p < 0.001.
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