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Abstract 

 

The oriental fruit moth, Grapholita (Cydia) molesta Busk (Lepidoptera: Tortricidae), is 

one  of  the  most  destructive  and  economically  important  pests  of  stone  and  pome 

fruits worldwide. Peach  is  considered  to be  the primary host of  this moth, but also 

apple and pear have become increasingly important as  late season hosts  in the past 

decades. The attraction of G. molesta mated  females  to  their host plant  is primarily 

guided by olfactory cues. Rearing insects in  laboratory colonies for many years may 

cause  changes  in  their olfactory  response. Thus,  effects of  long‐term rearing on  the 

olfactory  response  in  G. molesta  female moths  to  plant  derived  odors were  tested. 

Two G. molesta strains, one that had been maintained in the laboratory for over 70‐80 

(‘2007’  strain)  generations  and  the  other  for  no  more  than  15  (‘2009’  strain) 

generations, were compared. Also a full‐sib/ half‐sib approach was used to evaluate if 

the olfactory responses in this species have a genetic component. Results showed that 

long‐term  laboratory  rearing  affects  the  olfactory  responses  of  the moths.  Females 

from the ‘2007’ strain were unable to discriminate between peach‐derived odors vs. 

clean air  (control).  In contrast,  females  from the  ‘2009’ strain were attracted  to  the 

plant‐derived odors. Possible reasons for the decreased olfactory abilities caused by 

rearing  are  discussed.  Estimates  of  the  narrow‐sense  heritability  of  olfactory 

responses were very low (0.103), indicating that non‐genetic factors determine such 

responses. The results suggest that in future studies recently field collected G. molesta 

should be used in order to maintain a high insect quality. 
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Zusammenfassung 

 

Der  Pfirsichwickler, Grapholita  (Cydia) molesta  Busck  (Lepidoptera: Tortricidae),  ist 

ein  wirtschaftlich  bedeutender  Schädling  im  Stein‐  und  Kernobstbau  weltweit.  Die 

Anziehung von befruchteten G. molesta Weibchen zu  ihren Wirtspflanzen  ist primär 

über  olfaktorische  Signale  gesteuert.  Langjährige  Zucht  dieser  Insekten  im  Labor 

kann  möglicherweise  die  olfaktorische  Reaktionsfähigkeit  verändern.  Hier  wurden 

die  Reaktionen  von  Langzeitlaborzuchtpopulationen  ‐  70‐80  Generationen  (‘2007’ 

Population)  ‐  auf  die  olfaktorische Reaktionsfähigkeit  von G. molesta Weibchen  auf 

pflanzliche volatile Stoffe untersucht und mit einer jungen Laborzuchtpopulation ‐ 15 

Generationen  (‘2009’  Population)  ‐  verglichen.  Anhand  eines  fullsib/halfsib 

Versuchsansatzes wurde weiters untersucht, ob die olfaktorische Reaktionsfähigkeit 

dieser  Art  eine  genetische  Komponente  aufweist.  Ergebnisse  zeigten,  dass  die 

Laborzucht  die  olfaktorischen  Reaktionsfähigkeiten  deutlich  beeinflusst  und 

verändert. Weibchen der  ‘2007’ Population waren nicht mehr  in der Lage zwischen 

Geruchstoffen  von  Pfirsich  und  Reinluft  (Kontrolle)  zu  unterscheiden.  Mögliche 

Gründe  für  diesen  Verlust  der  olfaktorischen  Fähigkeiten  werden  diskutiert.  Die 

genetische Heritabilität  der  olfaktorischen  Fähigkeit war  sehr  niedrig  (0.103).  Dies 

deutet  darauf  hin,  dass  die  olfaktorischen  Reaktionsfähigkeiten  nicht–genetisch 

beeinflusst  ist.  Die  Ergebnisse  zeigen  deutlich,  dass  in  zukünftigen  Studien 

ausschließlich Feldpopulationen zu verwenden sind. 
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1.   Introduction 

 

1.1   The oriental fruit moth 

 

1.1.1 Origin and distribution 

 

The oriental  fruit moth Grapholita  (Cydia) molesta Busck  (Lepidoptera: Tortricidae), 

also known as oriental peach moth, is one of the most destructive and economically 

damaging  pests  of  stone  and  pome  fruits worldwide.  It  is  native  to  North‐western 

China  (Rotschild  &  Vickers,  1991),  but  in  the  last  century  it  has  expanded  its 

distribution range to other parts of Asia including Japan (Hokkaido, Honshu, Shikoku, 

Kyushu), Korea, the Caucasus regions and the Middle East (Komai, 1999). The moth is 

also present in Australia (Northern Victoria and NSW), New Zeeland (North Island), 

Africa  (Morocco,  Mauritius  Islands,  South  Africa),  North  America  (From  Canada  to 

Florida,  including  the  Atlantic  Coast  and  Mississippi‐Missouri  Valley)  and  South 

America  (Argentina,  Uruguay,  Chile  and  Southern  Brazil)  (Bellerose  et  al.,  2007; 

Komai,  1999;  Roehrich,  1961;  Rotschild  &  Vickers,  1991;  Tetsuya  &  Tatsuo,  2001; 

Timm et  al.,  2008).  In  Europe,  the  oriental  fruit moth  is  present  in  Italy  (Northern 

Italy, Sardinian Island, Sicilian Island), France, Portugal and Greece (Tremblay, 1990). 

Concomitantly with the present climate change scenario (IPCC, 2007), this moth has 

continued  expanding  its  range,  invading  countries  like  Spain,  Portugal‐Azores, 

Albania,  Montenegro,  Macedonia,  Romania,  Serbia,  Bosnien‐Herzegovina,  Bulgaria, 

Czech  Republic,  Slovenia,  Slovakia,  Hungary,  Denmark,  Lithuania,  Russia,  United 

Kingdom, Germany and Switzerland (Lopez‐Vaamonde et al., 2010) (Figure 1). 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figure 1. Worldwide distribution of Grapholita molesta according to literature reports from 19302010
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1.1.2   Host range 

 

The  main  host  plants  of  the  oriental  fruit  moth  are  species  of  the  genus  Prunus 

(Rosaceace, subfamily Drupaceae), including peaches, nectarines, plums and apricots 

(Tremblay,  1990).  Among  these plants,  peach  is  considered  to  be  the  primary  host 

(Rotschild & Vickers, 1991). Since host plants of the oriental fruit moth belong to the 

family Rosaceae,  this moth  is  considered  to be  an oligophagous  species.  In  the past 

decades, G. molesta has become an increasing problem not only in peach but also in 

apple and pear orchards worldwide (Borchert et al., 2004; Il’ichev et al., 2007). Host 

plant shifts of G. molesta from peach to apple and pear often occur late in the season 

for reasons still unknown (Natale et al., 1999), but differences in host plant suitability 

or availability might be one of such reasons (Myers et al., 2007). 

 

 

1.1.3   Biology and life cycle 

 

The  oriental  fruit moth  is  a multivoltine  species  (Rotschild  &  Vickers,  1991),  thus, 

depending on  the  geographical  region,  several  generations per  year  can develop  in 

different host‐plant tissues (Rotschild & Vickers, 1991) and crops (Myers et al., 2007; 

Natale et al., 2003). In Northern China, for instance, the first and second generations 

attack newly formed peach and apple shoots, the second and third generations attack 

peach shoots and fruits and the third to fifth generations attack apple and pear fruits 

(Zhao et  al.,  1989).  Similarly,  in eastern North America,  the  larvae  feed on growing 

shoots of both peach and apple early in the season, whereas later in the season larvae 

feed primarily  on  fruits  (Myers  et  al.,  2006a;  2006c).  In Europe,  there  are between 

four to five generations per year alternating between peaches and apples or pears. In 

Italy and France, however, it was recently reported that some G. molesta populations 

are  able  to  reproduce  throughout  the  whole  year  in  pome  fruits  (e.g.  apples  and 

pears)  alone.  Given  this  ability  to  reproduce  in  several  host  plant  species  and  in 

various  types  of  host  plant  tissues,  the  development  of  an  efficient  monitoring 

technique  for  the  oriental  fruit  moth  adult  populations  represents  an  enormous 

challenge for insect pest managers (Pinero & Dorn, 2007). 
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The  completion  of  development  from  egg  to  adult  takes  between  30  and  40  days 

under natural  conditions  (Dustan & Armstrong,  1930;  Peterson & Haeussler,  1930; 

Rotschild & Vickers, 1991). Under laboratory conditions, however, this cycle might be 

shorted  to  only  20  to  25  days  (N.  Bellutti’s  personal  observations).  Developmental 

time  is  affected  by  temperature.  G.  molesta  eggs,  larvae  and  pupae  develop 

significantly faster at 30°C than at 22 and 25°C. Also survival rates of eggs and larvae 

are significantly higher at 30°C than at 33°C, whereas development precludes at 35°C 

(Notter‐Hausmann & Dorn, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Life cycle of Grapholita molesta 
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The first moths emerge from late march to mid‐May. In peach orchards, eggs are laid 

near young shoots, on the underside of leave and occasionally on young twigs (Figure 

2).  In apple and quince trees, the eggs are laid on the upper leave surface (Peterson & 

Haeussler, 1930; Smith & Summers, 1948). In pears, by contrast, eggs can be found on 

both sides of  the  leaves  (Peterson & Haeussler, 1930). Eggs can also be  laid on any 

type  of  smooth  surface  along  newly  formed  peach  and  pear  twigs  (Peterson  & 

Haeussler, 1930). Later in the season eggs are laid on the fruits. 

Depending on the geographical region and the local climate, there might be 4‐5 larval 

instars (Myers et al., 2007; Peterson & Haeussler, 1930). Under laboratory conditions, 

they generate 5 larval instars (N. Bellutti’s personal observations). On shoots, the first 

instar  larvae  penetrate  the  leaves  at  their  base,  tunneling  a  2  to  4  cm  long  gallery 

(Tremblay,  1990).  On  the  fruits,  by  contrast,  the  larvae  first  tunnel  into  the  fruits 

(Figure 3), and then feed from the flesh without injuring the seeds (Tremblay, 1990). 

The perforation of the plant tissue (either a shoot or a fruit) takes between 1.3 and 3 

hours, after which the larva is no longer accessible to chemical treatment. This short 

time window of larval exposure limits the efficacy any chemical or biological control 

method against this species.  

 

When larval development is completed, the late instars abandon the fruit and migrate 

to the lower parts of the tree in search of suitable hiding places to pupate (Peterson & 

Haeussler, 1930). 

 

 

 

   
Figure 3. 5th instar Grapholita molesta larvae feeding on apple 
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1.1.4   Geographical range and damage 

 

The  presence  of  G. molesta  in  fruit  orchards  was  first  reported  in  Japan,  then  in 

Australia  in 1909,  in  the American continent  in 1916 and  finally  in Europe  in 1920 

(Rotschild & Vickers, 1991; Tremblay, 1990). Nowadays, G. molesta is present in most 

stone and pome fruits growing areas of the world (Figure 4) (Rotschild and Vickers, 

1991). 

 

 

 

 
 

Figure 4. Global distribution of peach and nectarine output  in 2005 as a percentage of the top producer 

China 

 

 

 

Affected shoots wilt and might eventually die out and drop off  the  trees (Tremblay, 

1990)  (Figure  5).  Damaged  fruits,  on  the  other  hand,  are  characterized  by  the 

presence of gummy secretions and fungal growth, particularly of Monilia  fructigena, 

by darkened tunnels inside the fruit (Figure 3 and 6) and by their early dropping off 

the  trees  (Tremblay,  1990).  Many  larvae  can  coexist  in  the  same  fruit,  which  can 

further increase the level of fruit damage.  
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Figure 5. Peach shoots damaged by Grapholita molesta larvae 

 

 

 

Peach,  the  main  host  of  the  oriental  fruit  moth,  is  the  third  most  produced  fruit 

species,  after apple and pear  (FAOSTAT, 2009),  in  the world. The worldwide peach 

production estimated by FAO was of about 18 million tons in 2009 and involved 48 

countries (FAOSTAT, 2009). The main producer is China with about 8.5 million tons, 

followed by the Mediterranean area (mainly Italy and Spain) and The United states of 

America  (FAOSTAT,  2009).  The  secondary  hosts,  apple  and  pear,  are  cultivated  in 

several  countries  and  the  yearly  production  in  2009 was  around  72  tons  for  apple 

and  22  tons  for  pear  (FAOSTAT,  2009).  In  Switzerland,  apple  is  one  of  the  most 

popular and consumed fruits. More than 61% of the 7000 ha of fruit cultivation are 

reserved for apples and the average national consumption rate is approximately 15.8 

kg  per  capita  (Obstverband,  2010). Worldwide,  apple  is  regarded  as  high  valuable 

commercial  fruit  and  it  is  the  second most  important  one  in  the  international  fruit 

trade market, after bananas.  
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Due  to  the  low  damage  thresholds  in  fruit  production  (1‐2%),  and  the  increasing 

demands of zero pesticide residue levels on fruits, there is currently a strong demand 

of  alternative  and  environmentally  friendlier  methods  to  control  populations  of  G. 

molesta in the field. 

 

 

    
Figure 6. Apple fruit damaged by Grapholita molesta larvae 

 

 

 

1.1.5   Daily patterns of activity 

 

Adult moths normally emerge during the early hours of the morning on sunny days, 

between 9‐11am (Peterson & Haeussler, 1930; Smith & Summers, 1948),  and  fly at 

temperatures between 10‐15 °C. The peak of daily activity is in the evening, around 

2.5 h before the end of evening twilight, i.e. dusk (Natale et al., 2003). However, this 

time  range  can  be  shifted  to  earlier  or  later  hours  of  the  day  (depending  on  the 

prevailing  temperature  conditions)  across  the  season  (Peterson & Haeussler,  1930; 

Smith  &  Summers,  1948).  Mating  takes  place  normally  in  the  evenings.  The  first 

mating  can  occur  as  early  as  on  the  first  day  after  adult  emergence,  but  the  first 

successful mating  apparently  takes  place  only  during  the  second  or  third  day  after 

emergence.  The maximum period of daily flight and oviposition seem to take place in 

the  evening  between  6  and  9pm  (Dustan,  1964;  Peterson  &  Haeussler,  1930). 

However,  as  the  season  progresses  and  the  day  length  shorten,  both  flight  and 

oviposition might be shifted to earlier hours of the day (Dustan & Armstrong, 1930; 

Smith & Summers, 1948). 
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1.1.6   Control methods 

 

Current  control  measures  against  G.  molesta  are  based  on  integrated  pest 

management  (IPM)  strategies,  combining  chemical,  biological  and  cultural 

approaches  to  achieve  both  economical  and  ecological  pest  control.  For  several 

decades, the most successful strategy to control this moth has been a combination of 

pesticide treatments and wide‐area mating disruption. Mating disruption is based on 

males  following  a  female  sex  pheromone  trail  to  locate  virgin  females  (Cook  et  al., 

2007; Il'ichev et al., 1999). Dispensers in orchards thereby propagate a synthetic sex 

pheromone and  the pheromone becomes ubiquitous. Subsequently, male moths are 

incapable of locating calling virgin females. Females remain virgin and reproduction 

is impeded. The population density and the mobility of mated females are important 

for the success of this technique (Carde & Minks, 1995). If population density is high, 

the  probability  of  successful  mate  encounter  is  also  high  even  under  mating 

disruption treatment. Furthermore, if gravid females have a high flight capacity, they 

might migrate  into  new  orchards,  in which mating  disruption  is  not  practiced,  and 

might oviposit there. This might undermine the effect of mating disruption. Indeed it 

has been  shown  that mated  females of  the oriental  fruit moth are  capable of  inter‐

orchard flights (Hughes & Dorn, 2002). Apple and pear orchards near peach orchards 

are then endangered by immigration of gravid females late in the season. As mating 

disruption cannot control females, it is necessary to develop novel and efficient tools 

for  monitoring  and  controlling  G.  molesta  mated  females.  Semiochemical‐based 

approaches have been suggested as potential useful  tools  in  the case of  this species 

(Natale et al., 1999). 
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1.2   Olfactory responses of Grapholita molesta 

 

Insects make use of the chemical volatiles released by plants (kairomones) (Bernays 

&  Chapman,  1994)  to  locate  suitable  feeding  and  reproduction  sites  (Bruce  et  al., 

2005; Honda, 1995). Mated females are also attracted to host plants  for oviposition 

(Witzgall et al., 2005), and it seems that the specific composition of volatiles released 

by plants enable insects to discriminate between suitable and unsuitable plant hosts 

(Agelopoulos  et  al.,  1999).    The  attraction  of  Grapholita molesta  mated  females  to 

their  host  plants  seems  to  be  primarily  guided  by  olfactory  cues.  Indeed,  the 

particular volatiles mediating this behavior have already been identified (Natale et al., 

2003)  and  the  olfactory  responses  of mated G. molesta  females  to peach  and  apple 

volatiles have been documented (Natale et al., 2003; Pinero & Dorn, 2007). Recently, 

the olfactory responses of G. molesta females to another important secondary host, i.e. 

pear, are also under study. In all these studies, and in general for most of the studies 

in  insect  behavior  and  sensory  physiology,  however,  insects  that  originated  from 

laboratory‐established colonies were used instead of field collected ones.  
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1.3   Effects of longterm rearing on insect colonies 

 

The  quality  of  laboratory‐reared  organisms  is  known  to  decrease  over  time.  After 

introduction  of  a wild  population  from  the  field,  the  genetic  variability  of  the  base 

population (“founder effect”) and its size tends to decrease as only those organisms 

that  are  better  adapted  to  the  rearing  conditions  (ie.  artificial  diet,  rearing 

temperature,  humidity  and  the  limited  space  of  the  rearing  cages)  are  selected 

(bottleneck effect). Thereafter  a  rearing  ‘strain’  (i.e.  a  laboratory  stock)  that  is well 

adapted  to  laboratory  conditions  is  obtained,  but  both  inbreeding  depression  and 

random  genetic  drift  can  further  decrease  the  genetic  variability  of  the  new  strain 

(Miyatake, 1998)(Figure 7). Both behavioral and physiological changes might occur in 

these organisms as a result of their adaptation to their particular rearing conditions, 

however very few studies have included this aspect into consideration as part of their 

research (Miyatake, 1998). For the melon fruit fly (Bactrocera cucurbitae), changes in 

different life‐history traits were detected (Miyatake, 1998). Mass‐reared flies showed 

a higher fecundity, fertility of eggs and frequency of oviposition and a larger number 

of mating  attempts  compared  to wild  flies.  The mass‐reared  flies  also  showed  also 

shorter life cycles compared to their wild counterparts. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7. Steps during establishment of an insect rearing strain in relation to quantitative genetic aspects.  

*Effective population size. (Miyatake, 1998). 
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1.4  Aims of the study 

 

In this study we used two Grapholita molesta strains, maintained in the laboratory for 

over  70‐80  (‘2007’  strain)  and  for  no more  than  15  (‘2009’  strain)  generations,  as 

model organisms to study the effects of long‐term rearing on the olfactory responses 

of mated  females  to host plant derived odors. We also measured whether olfactory 

responses  by  G.  molesta  have  a  genetic  component.    For  this  we  measured  the 

heritability of olfactory preference for host plant‐derived odors in the 2009 strain. 
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2.   Material and Methods 

 

2.1   Longterm rearing effect on olfactory abilities of oriental fruit 

female moths 

 

2.1.1   Insects 

 

Newly emerged G. molesta larvae used in this study were obtained from two different 

laboratory strains reared at the ETH Applied Entomology on an artificial diet (Huber, 

1972)  (Figure 8a). One strain originated  from  larvae collected  in peach orchards  in 

the Emilia‐Romagna region (Italy 2007). The second strain was collected in the same 

region but in 2009. At the time of the experiments the former strain had been reared 

for  over  70‐80  generations  in  the  laboratory  and  the  latter  for  no  more  than  15 

generations. The former strain will be referred to as the ‘2007’ strain and the latter as 

the ‘2009’ strain, from here onwards in the text. 

 

 
Figure 8. Laboratory rearing of Grapholita molesta. (a) Petri dish containing artificial medium. (b) Piece of 

egg paper (after disinfection) laid on artificial medium as to allow egg hatch. (c) Petri dish with attached 

cardboard  (d) Cardboard with 5th  instar  larvae  (e) Replaced  cardboard with pupated  larvae  (f) Plastic 

container with cardboard and newly emerged adult moths (g) Baking paper cylinder for adult keeping and 

oviposition. 
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For maintenance of the two colonies, adults were kept in an insectary at 21°C, 60% 

RH and L:D 16:8h,  in  a baking paper  cylinder  (Figure 8g),  allowing mating and egg 

laying on the walls. Moistened cotton was added to avoid dehydration. Every two to 

three days, remaining living adults were transferred to a new cylinder together with 

newly hatched  individuals. Eggs  laid on the cylinder were kept  in a separate plastic 

bag  provided with moist  paper  just  before  eclosion.  Eggs were  then  disinfected  by 

means  of  a  short  dip  into  a  10%  hypochlorite  solution  and  placed  into  glass  Petri 

dishes  (18cm diameter,  4cm height)  (Figure  8b)  containing  an  agar‐based  artificial 

diet (3mm height) (Huber, 1972) to allow egg hatching and subsequent larval growth. 

One week later, 2cm strips of corrugated cardboard, sterilized for 24h at 100°C, were 

attached  to  the  rim  of  the  Petri  dishes  to  allow  pupation  of  the  last  instar  larvae 

(Figure 8c and d). The strips were  than placed  into new plastic containers  (20cm x 

10cm x 8cm) until  adult emergence  (Figure 8e and  f). Newly emerged adult moths, 

males  and  females, were  finally  transferred  to  a  new baking  paper  cylinder. Water 

was provided ad libitum. 

 

 

For bioassays, newly emerged adult moths (males and females) were transferred into 

new  plastic  containers  and  placed  in  controlled  climate  chambers  (Conviron  Ltd., 

Winnipeg, MB, Canada), with L:D 16:8, 60% RH and 24°C, in male/female ratios of 3:1 

to ensure mating. Water was provided ad libitum. Females had never been exposed to 

any host plant odor prior to the experiments, so they were considered to be naïve. 
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 2.1.2   Plant material 

 

To  obtain  natural  host‐plant  volatiles,  peach  and  pear  shoots  at  different 

developmental  stages  were  used  in  the  bioassays  (Table  1).  Young  peach  shoots 

originated from 3 year‐old potted peach trees, cultivar Red Haven, purchased from a 

commercial  nursery.  These  trees  were  grown  in  the  Garden  Facilities  at  the  ETH 

Zürich  (Switzerland) under open conditions  (Figure 10). They were  fertilized every 

four weeks and checked for insect pests and diseases on a weekly basis. No chemical 

treatments were applied to the trees.   

 

Mature  peach  and  pear  shoots  (shoot  plus  1‐2  fruits)  originated  from  an  organic 

farmer in the Canton of Ticino (46°23'43.73"N, 8°53'11.67"E) (Figure 9). Peach trees 

were of the cultivar Red Haven and pear trees of the cultivar Harrow Sweet (Figure 

11). Trees were treated in spring for fungi with cooper. 

 

 
Table 1. Origin, collection date and main growth parameters (mean ± SEM) of the plant material used for 

bioassays.   

 

 

Plant material  Origin 
Collection 
date 

Weight (g)  Length (cm) 
No. of 
leaves 

No. of 
fruits 

Fruit 
diameter 
(cm) 

Peach shoot  ETH garden  26.07.10  5.42 ± 0.2  17.08 ± 0.49  8.8 ± 0.29  ‐  ‐ 

Peach shoot & fruit  Ticino  03. + 09.08.10  83.24 ± 6.27  20.42 ± 0.98  19.5 ± 1.49  1.15 ± 0.08  4.37 ± 0.11 

Peach fruit  Ticino  11.08.10  67.54 ± 3.34  ‐  ‐  ‐  ‐ 

Pear shoot & fruit  Ticino  02.09.10  117.87 ± 7.74  8.75 ± 0.67  20.2 ± 2.02  1.3 ± 0.1  4.99 ± 0.17 
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Figure 9. Location of the organic farm in the Canton of Ticino, Switzerland 
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Young peach shoots used for bioassays were cut from the potted trees and taken back 

immediately to the laboratory. The wound in all shoots was wrapped with Parafilm in 

order to reduce the emission of wound‐induced volatiles. Plant material from Ticino 

was cut between 1‐2pm and taken back to the laboratory inside plastic bags provided 

with wet cotton in order to reduce shoot dehydration. 

 

 

 
Figure 10. 3year old peach trees (Red Haven) grown in the garden facilities at ETH Zürich 

 

 

   
Figure 11. Pear (left) and peach (right) shoots used  for bioassay in this study 
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2.1.3   Ytube olfactometer bioassays 

 

The olfactory preferences of the two different G. molesta strains (‘2007’ and  ‘2009’) 

were  tested  in  dual  choice  Y‐tube  olfactometer  (Figure  12)  bioassays.  The 

olfactometer  consisted of  a Y‐shaped glass  tube  (2.5cm diameter,  23cm arm  length 

and 23 cm common arm length) connected to two tubular glass tubes (38cm long and 

6cm  in  diameter).  These  chambers were,  in  turn,  connected  to  glass  chamber  each 

(Diameter:  10cm;  length:  14cm),  where  the  plant  material  was  placed.  Charcoal‐

filtered  and moistened  air  was  drawn  into  each  of  the  glass  chambers  and  Y‐tube 

arms at a  flow rate of 740 ± 10 ml/min at  the entrance. Airflow rates were always 

calibrated before the initiation of and also during experiments with an electronic flow 

meter (Agilent flow meter ADM 1000; Agilent Technologies, Centerville, DE, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 12. Ytube olfactometer set up used for bioassays 
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Bioassays  were  always  conducted  in  a  darkened  room  during  the  2.5  h  preceding 

scotophase  (Natale  et  al.,  2003)  at  24‐25°C  and  60‐70%  relative  humidity.  Single 

females  were  brought  into  the  experimental  room  10  min.  before  the  start  of  the 

experiments  to  allow  acclimatization  to  the  room  conditions.  A  single  female  was 

released at the entrance of the common arm of the Y‐tube and exposed to a particular 

odor  combination,  consisting  of  (a)  clean  air  (blank)  and  (b)  one  of  four  different 

types of plant material (Table 1). Once inside the Y‐tube, the behavior of each female 

was observed for 5 min. A 60‐W red light bulb was placed above the olfactometer to 

allow observation of  female behavior during the 5 min. A  female was considered to 

have made a choice if it entered either arm and crossed a score line drawn 3cm from 

the  intersection of the tube. By contrast, a  female was considered not having mad a 

choice if it remained in the common arm of the Y‐tube by the end of the observation 

period (Bertschy et al., 1997). 

 

 

Groups of 40 females, four to five days old, from each strain were tested against each 

of the four different types of plant materials listed in Table 1. A new plant sample was 

used for every other individual tested. The position of the glass tubes as well as the 

position of the two arms of the Y‐tube was systematically changed after testing each 

moth  in order  to avoid positional bias. After each experimental day, all parts of  the 

olfactometer  in contact with the moths were washed in a detergent solution, rinsed 

with acetone and hexane, and finally oven dried for at least 12 hr at 150°C.  
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2.1.4   Statistical analyses 

Results  from  the  different  bioassays  were  analyzed  for  preference  (percentage  of 

females  that  made  a  first  choice  for  either  the  plant  material  or  the  control)  and 

responsiveness  (proportion  of  females  that  did  /  did  not make  a  choice).  First,  chi 

square  tests  were  carried  out  to  test  the  null  hypothesis  of  no  preference  for  a 

particular odor/mixture (R, version 2.10.1.). Then, paired‐sample t tests were carried 

out  to  compare  responsiveness  across  odor  combinations  (JMP  version  8.0.2).  The 

alpha  value  for  each  comparison was  adjusted  downward  using  the  Benjamini  and 

Hochberg procedure to correct for false discovery rates (type I errors) (Verhoeven et 

al., 2005).  Individuals  that did not make a choice were excluded from the statistical 

analysis. 
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2.2  Heritable component of olfaction in G. molesta 

 
To  estimate  the heritability  of  olfactory  responses  in  the G. molesta  strains used  in 

this study we followed the method of sibling analysis as by Gu et al.  (2000a; 2006). 

For this, 20 full‐sib families and 20 half‐sib families were set up in parallel, as to be 

able to estimate both the narrow‐sense heritability of the olfactory responses. Since 

the ‘2007’ strain did not show a strong preference for host plant odors compared to 

clean  air, we  used  only  individuals  from  the  ‘2009’  strain  for  this  experiment.  The 

detailed procedure is described below.  

 

 

2.2.1   Insects 

 

To obtain 20 full‐sib families (Figure 12), each of 20 virgin males was paired with one 

of  20  virgin  females  randomly  selected  from  the  stock  rearing  of  the  ‘2009’  strain. 

Each of these pairs, referred to as a ‘family’ from now onwards in the text, was placed 

into  a  plastic  box  (6cm  x  4cm  x  2cm),  provided with  a moist  cotton  ball  to  reduce 

dehydration  inside  the  box.  All  boxes  were  kept  in  a  controlled  climate  chamber 

(Conviron Ltd., Winnipeg, MB, Canada), with L:D 16:8, 60% RH and 24°C. Four to five 

days later, adults were removed from the box and the newly emerged larvae were fed 

with a  small piece of artificial diet  (Huber, 1972) placed  inside each box. Two days 

later,  the  piece  of  artificial  diet  containing  the  newly  emerged  larvae  from  a  single 

family was  transferred onto  a plastic Petri  dish  (135 mm diameter,  18 mm height) 

containing  more  artificial  diet  as  to  provide  enough  food  for  larval  development. 

Thus,  each  family was  reared  in  a  separate Petri  dish.  Corrugated  cardboard  strips 

were  attached  to  the  lid  of  the  Petri  dishes  one  week  later  to  allow  pupation. 

Cardboard  strips  containing  pupae  were  then  removed  and  all  pupae  were  sexed, 

weighed and kept in a plastic container, segregated by sex (10cm x 10cm x 8cm) until 

adult emergence. 
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To  obtain  20  half‐sib  families  (Figure  13),  20 male moths were  randomly  selected 

from  the  stock  rearing of  the  ‘2009’  strain  and  each was  allowed  to mate with two 

virgin female moths. Each group of three adults was kept in a plastic box (6cm x 4cm 

x  2cm)  for  three  days  and  then  the  two  females  were  transferred  individually  to 

separate boxes where they were allowed to lay eggs until death. Each of these boxes 

was considered as a half‐sib family. The same male was afterwards transferred daily 

between  the  boxes  containing  each  of  its  two  female  partners,  as  to  allow  further 

mating with the same females. As for the full‐sib families, the offspring from each of 

the  half‐sib  families  was  first  offered  a  piece  of  artificial  diet  and  were  then 

transferred  into  Petri  dishes,  one  per  family,  as  to  allow  completion  of  larval 

development.  

 

The  female  offspring  from  each  full  and  half‐sib  family  was  used  in  Y  tube 

olfactometer  bioassays.  For  this,  each  virgin  female  from  each  family was weighed 

and  transferred  into  a  plastic  box  (6cm  x  4cm  x  2cm) where  it  was  paired with  a 

virgin male from the stock rearing.  Three to four days later, females were used in the 

bioassays as described below.   

 

 

 
 

Figure 13. Standard full‐sib/half‐sib breeding design used in the experiment. 20 males were mated in 

each case to two females. Offspring females were then tested from each family. 
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2.2.2   Plant material 

 

To obtain natural host‐plant volatiles, peach shoots were used in the bioassays (Table 

1). Peach shoots were cut off 10‐15 min before the start of the bioassays from 3 year‐

old  peach  trees,  cultivar  Red  Haven,  purchased  from  a  commercial  nursery.  Peach 

shoots were wrapped with Parafilm at the point where they were cut from the tree in 

order to reduce the emission of wound‐induced volatiles. Peach trees were grown in 

the  Garden  Facilities  at  the  ETH  Zürich  under  open  conditions  (Figure  10).  Trees 

were  fertilized  every  four  weeks  and  checked  for  insect  pests  and  diseases  on  a 

weekly basis. No chemical treatments were applied to the trees.  

 

 

2.2.3   Ytube olfactometer bioassays 

 

The  olfactory  preferences  of  females  from  both  full  sib  and  half  sib  families  were 

tested in dual choice Y‐tube olfactometer (Figure 12) bioassays as described in 2.1.3. 

 

A  total  number  of  20  females  for  each  family were  tested  in  the bioassays.    A new 

plant sample was used for every  individual tested from each family. The position of 

the  glass  tubes  as  well  as  the  position  of  the  two  arms  of  the  Y‐tube  was 

systematically  changed  after  testing  each  moth  in  order  to  avoid  positional  bias. 

Females had never been exposed to any host plant odor prior to the experiments, so 

they  were  considered  to  be  naïve.  After  each  experimental  day,  all  parts  of  the 

olfactometer were rinsed with acetone and hexane, washed with a detergent solution 

than rinsed three times with deionised water and finally oven‐dried for at least 12 h 

at 120°C. 

 

After bioassays all  females were placed back  into  their respective boxes as  to allow 

them  to  continue  laying  eggs  till  their  death. This  allowed us  to  also  calculated  the 

fecundity of each of these females. 
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2.2.4   Data analysis 

 

To estimate heritability of the olfactory responses of the ‘2009’ strain, the preference 

values  in  the  Y‐tube  olfactometer  bioassays with G. molesta  females  from  both  the 

full‐sib and half‐sib families were treated as a threshold trait. Although the phenotype 

of this trait had only two discrete states (female choosing a host plant odor or clean 

air),  the  phenotypic  expression  of  the  trait  was  assumed  to  be  a  manifestation  of 

some  continuously  distributed  underlying  variables,  as  in  other  threshold  traits 

(Falconer & Mackay, 1989; Roff, 1996).  

 

Heritability was calculated following the procedure described in Falconer & Mackay 

(1996).    Briefly,  the  between  full  sibs  mean  square  (FSMS),  the  between  half  sibs 

mean  square  (HSMS)  and  the  within  progeny  mean  square  (WPMS)  were  first 

calculated  following an ANOVA procedure. Then,  the FSMS, HSMS AND WPMS were 

used to estimate the components of variance for full (σ2fs) and half sibs (σ2hs), for the 

progeny (σ2wp) and for the total ANOVA. Finally, these values were used to calculate 

the narrow‐sense heritability (h2).  
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3.   Results 

 

3.1  Longterm rearing effect on olfactory abilities of oriental fruit   

female moths 

 

Long‐term  laboratory  breeding  affects  the  olfactory  responses  of  mated  female 

oriental fruit moths (Figure 14). Females from the ‘2007’ strain did not significantly 

preferred any plant material  tested over  the  control  (clean air) whereas  females of 

the ‘2009’ strain significantly preferred young peach shoots   (Χ2 = 15.1143, P < 0.01, 

N = 40) and pear shoots containing 1‐2 fruits (X2 = 19.2, P < 0.01, N = 40) over clean 

air.      Even  in  the  case of  the  two not  significantly  attractive plant  shoots  (ie.  peach 

shoots plus fruits and peach fruits alone), more females from the ‘2009’ strain were 

attracted to these shoots compared to the females from the ‘2007’ strain. 

 

Responsiveness of the females, taken as the proportion of females that did / did not 

make a choice, from the two strains was not significantly different across the different 

odor combinations tested (α = 0.008 after Benjamini and Hochberg procedure). 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Behavioral responses of OFM mated females in a Ytube olfactometer to different plant tissue 

odors vs. clean air (control). Two laboratory colonies (‘2007’  vs. ‘2009’) were compared.  N = 40 females 

for  each  dual  choice.  Pvalues  based  on  chisquare  tests:  *P  <  0.05;  **P  <  0.01;  ns    P  ≥  0.05.
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3.2   Heritable component of olfaction in G. molesta 

 

The olfactory responses of mated  female oriental  fruit moths  to host‐plant volatiles 

differed strongly across  the 20  full‐sib  families  tested (Figure 14). Female offspring 

from  ten  families  (i.e.  families  3,4,6,7,9,11,12,14,17  and  18)  showed  a  significantly 

higher preference for peach‐derived odors over clean air (control). The opposite was 

true for two other families (i.e. families 15 and 20). The remaining eight families were 

not able to discriminate between peach odors and clean air. Female responsiveness 

also showed a high variation across the different families, with percentages ranging 

from 57.14 to 100% (Figure 15).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Behavioral responses of OFM mated females in a Ytube olfactometer to peach shoot tissue odor 

vs. clean air (control). Twenty Fullsib families of the ‘2009’ strain were compared. Pvalues based on chi

square tests: *P < 0.05; **P < 0.01; ns  P ≥ 0.05. 

 
Different  olfactory  responses  were  detected  among  the  11  half‐sib  families  tested 

(each  comprised  of  two  subfamilies  denoted  with  different  letters,  i.e.  A  and  B) 

compared to the full sib families (Figure 16). Three half‐sib families (families 1, 5 and 

10) showed stronger preference for peach odors over clean air but only for two sets 

of such families the values were significantly different compared to those for clean air 
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(i.e. Families 5 and 10).   For the remaining eight half‐sib families, preference values 

were contrasting. In some families, more attraction to peach odors was shown by the 

offspring of one subfamily compared to the other (e.g. families 9A and 9B), whereas in 

other  cases, one  subfamily was more attracted  to  clean compared  to  the other  (e.g. 

families 6A and 6B). In other cases, females from one subfamily chose preferentially 

more peach odors over clean air whereas the females from the other subfamily made 

preferentially the opposite choice (e.g. families 11A and 11B).  

 

Female responsiveness, as for the full sib families, showed also a high variation across 

the different families with percentages ranging from 61.11% to 100% (Figure 16).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Behavioral responses of OFM mated females in a Ytube olfactometer to peach shoot tissue odor 

vs. clean air (control). Eleven halfsib families of the ‘2009’ strain were compared. Pvalues based on chi

square tests: *P < 0.05; **P < 0.01; ns  P ≥ 0.05. 

 

 

Despite  the  differences  across  full‐  and  sib‐families,  the  estimates  of  the  narrow‐

sense heritability of olfactory responses (shown in Figures 14 and 15), fecundity and 

pupal weight (shown in Table 2 and 3) were all very low (0.103±0.119, 0.113±0.139 

and 0.112±0.137, respectively). 
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Table 2. Pupal weight and Fecundity (no. of laid eggs/female)  (Mean ± SE) of the Fullsib families used for 
bioassays. 
 

Family number  Pupal Weight (g)  Fecundity 

1  7.32 ± 044  NM 

2  7.96 ± 0.63  NM

3  7.60 ± 0.52  NM

4  8.08 ± 0.31  NM

5  6.49 ±0.24  NM

6  6.99 ± 0.50  NM

7  6.37 ± 0.43  NM

8  6.96 ± 0.29  NM

9  6.91 ± 0.43  NM

10  6.58 ± 0.43  NM

11  4.75 ± 0.21  NM

12  6.16 ± 0.33  NM

13  5.99 ± 0.28  NM

14  5.90 ± 0.48  NM

15  8.37 ± 0.31  NM

16  13.43 ± 0.34  130.37 ± 10.63 

17  12.63 ± 0.62  185.35 ± 5.01 

18  13.63 ± 0.52  178.80 ± 8.37 

19  13.83 ± 0.38  169.35 ± 5.77 

20  13.92 ± 0.56  193.65  ± 7.49 

NM = not measured 
 
 
Table 3. Pupal weight and Fecundity (no. of laid eggs/female)  (Mean ± SE) of the Halfsib families used for 
bioassays. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NM = not measured 

Family number  Pupal Weight (g)  Fecundity 

1A 14.155 ± 0.33 164.05 ± 10.91 
1B 14.87 ± 0.44 147.94 ± 15.12 

2A 12.62 ± 0.43 186.82 ± 8.78 
2B 11.00 ± 0.41 146.75 ± 8.18 

3A 12.94 ± 0.34 144.20 ± 11.41 
3B 14.35 ± 0.37 187.90 ± 7.50 

4A 12.09 ± 0.59 159.80 ± 10.10 
4B 11.98 ± 0.64 145.20 ± 6.21 

5A 11.44 ± 0.52 157.30 ± 9.40 
5B 11.85 ± 0.46 174.05 ± 7.65 

6A 14.86 ± 0.46 200.75 ± 5.02 
6B 14.28 ± 0.36 185.85 ± 6.11 

7A 16.58 ± 0.42 196.90 ± 9.37 
7B 15.41 ± 0.46 180.79 ± 11.77 

8A 14.62 ± 0.45 172.85 ± 11.28 
8B 15.18 ± 0.45 190.74 ± 9.11 

9A 13.59 ± 0.33 178.90 ± 8.67 
9B 14.15 ± 0.39 181.42 ± 13.78 

10A  5.40 ± 0.87 NM
10B  6.05 ± 0.30 NM

     
11A  5.15 ± 0.36 NM
11B  5.72 ± 0.32 NM
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4.   Discussion 

 

In this study we used two Cydia molesta strains, one maintained in the laboratory for 

over  70‐80  (‘2007’  strain)  and  another  for  no  more  than  15  (‘2009’  strain) 

generations,  as  model  organisms  to  study  the  effects  of  long‐term  rearing  on  the 

olfactory  responses  of  mated  females  to  host  plant  derived  odors.  We  further 

measured  whether  the  variation  in  olfactory  responses  across  G. molesta  females 

have  a  genetic  component,  using  a  full‐half  sib  design.  The  implications  of  our 

findings are discussed below. 

 

 

Effects of longterm rearing on G. molesta olfactory abilities 

 

Long‐term laboratory rearing seems to affect the olfactory discrimination abilities of 

G.  molesta  mated  females.  Female  individuals  of  the  ‘2007’  strain,  reared  under 

laboratory conditions for over 80 generations, were unable to discriminate between 

peach‐derived  odors  vs.  clean  air  (control).  By  contrast,  females  from  the  ‘2009’ 

strain were very attracted to the plant‐derived odors.   This  is an  interesting finding 

giving  that  the  two colonies had a  similar geographical origin and were kept under 

exact the same conditions (e.g. same type of diet and rearing facilities) over the entire 

rearing  time.  Inbreeding  depression,  bottleneck  events  and  strong  selection 

pressures  in  those  life  history  traits  that  might  allow  higher  survival  and  better 

development under our rearing conditions might have taken place in the ‘2007’ strain 

with  time.  As  a  result,  individuals  better  fit  to  survive  under  our  laboratory 

conditions  but with  lower  olfactory  abilities  could  have  been  accidentally  selected. 

Inherited  changes  in  phenotype  (appearance)  or  gene  expression  caused  by  either 

changes  in  the  underlying  DNA  sequence  (mutations)  or  not  (epigenetics)  (Bird, 

2007), could have also taken place in the ‘2007’ strain with rearing time. A decrease 

in odor receptor sensitivity with long‐time rearing, as demonstrated for the mosquito 

Aedes aegypti (Stanczyk et al., 2010), could be one example of the latter phenomenon.   
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Olfactory  stimuli  provide  insects  not  only  with  information  about  oviposition  and 

food sites but also mediate male‐female recognition (Jallon, 1984; Tompkins, 1984) 

and  it has been suggested  that behavioral  traits which are closely related  to  fitness 

(e.g.  mating  and  olfactory  behavior)  could  suffer  from  a  greater  inbreeding 

depression  than  morphological  traits  (DeRose  &  Roff,  1999).  Thus,  our  results 

support  this  claim.  Mediterranean  fruit  flies  Ceratitis  capitata  females  reared  in  a 

laboratory for more than 30 years had greater response to male pheromone than did 

wild  females and  laid  significantly more eggs  in  response  to host odors  (Jang et al., 

1998).  The  differential  responses  between  the  two  groups  of  flies  were  taken  as 

indications  of  strain  and  physiological  state  differences  between  the  laboratory‐

reared and the wild flies. Thus, physiological differences between the two G. molesta 

strains  tested  here  could  also  account  for  our  results.  It  would  be  interesting  to 

further test whether individual males from the two strains differ in their abilities to 

respond to female pheromones. This would shed more light into the extent to which 

olfactory responses to ecologically meaningful odors have been reduced with rearing 

time. 

 

Larval  feeding  host/substrate  can  influence  discrimination  of  oviposition  sites  by 

gravid  females.  Indeed,  females of  the closely related codling moth Cydia pomonella 

showed an  increased oviposition preference  for apple with consecutive generations 

of  rearing  on  this  fruit  (Cisneros  &  Barnes,  1974).  Continuous  feeding  on  artificial 

medium could have lead to similar type of increased preference for odors associated 

with  the  larval substrate and to a reduced ability  to discriminate natural host‐plant 

odors  in  the  ‘2007’  strain.  Further  studies  to  determine whether  females  from  the 

‘2007’ strain can be returned to high levels of discrimination to natural host odors by 

rearing them of different host types (peach, apple or pear shoots/fruits), over one or 

several generations, could be conducted to test this assumption.  

 

The  fact  that  long‐term  rearing  in G. molesta mated  females  seems  to  decrease  the 

olfactory discrimination abilities of  these  insects, suggests  that all  future behavioral 

studies with G. molesta should used strains recently collected from the field, or reared 

for as  few generations  in  the  laboratory as possible.    Field  collections, however, do 

not  often  yield  enough  insects  as  required  for  experimental  purposes  (Mackauer, 
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1972). Therefore,  laboratory  insect rearing cannot be avoided entirely and the only 

way forward seem to be the periodic refreshment of existing laboratory strains with 

field‐collected specimens. This last practice, however, bears the risk of contaminating 

the  laboratory  rearing(s)  with  a  different  species  (e.g.  cryptic  species)  or  host‐

associated strains (Pasquer et al., 2009), so we should also be aware of this potential 

drawback. 

 

 

Heritability of the olfactory responses in a G. molesta strain 

 

We estimated the heritability, the proportion of phenotypic variation in a population 

that is genetically inherited among individuals, of the olfactory responses of females 

from the ‘2009’ strain in an attempt to understand the genetic basis of this behavior. 

Previous work from our group indicated that in the hymenopteran parasitoid Cotesia 

glomerata  (L.),  individual  females  from  different  families  differed  strongly  in  their 

response to odors from host‐infested plants (Gu & Dorn, 2000b). The responses had a 

high  heritability  value,  i.e.  0.447  ±  0.011  indicating  that  the  differential  olfactory 

responses  across  female  wasps  have  a  genetically  basis  (Wang  et  al.,  2003).  Our 

estimates of the heritability for the  ‘2009’ strain were on the contrary very low (i.e. 

0.103±0.119),  indicating  that  the  differences  detected  across  females  cannot  be 

explained genetically. Other non‐genetic factors, particularly physiological (Jang et al., 

1998)  and  environmental  ones  (Hubert  et  al.,  1980;  Sambandan  et  al.,  2008), must 

then be more important factors behind the differential olfactory responses reported 

here.  The olfactory responses of Drosopila larvae to ethyl acetate were also shown to 

be not affected by genetic polymorphism within different strains (Monte et al., 1988). 

Similarly, no evidence for heritability in the olfactory sensitivity of adult human male 

twins  to different  odor  classes was  found  (Hubert  et  al.,  1980). Thus,  it  seems  that 

this phenomenon is somehow widespread among different animal taxa.  

 

Estimates of heritability have been shown to vary within species, e.g. between breeds, 

and might even change over time, so our results should not be extrapolated to other 

populations or strains of G. molesta. The fact that the ‘2009’ strain had anyway been 

reared  in  our  laboratory  for  some  generations  indicates  that  its  genetic  variability 
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cannot be taken as representative of that of the natural population from which it was 

derived.  In  our  study,  we  did  not  control  for  the  background  of  the  parental 

individuals  in  terms  of  olfactory  preferences,  so  further  studies  should  aim  at 

examining heritability across different G. molesta strains, including both parental and 

offspring individuals (i.e. parental‐offspring approach). 
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