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RESUMEN. Se construy6 un olfatometro portatil de cuatro y tres vias, tomando como base la propuesta de Ranjith
(2007). Se llevaron a cabo bioensayos activos y pasivos, con la finalidad de evaluar la preferencia de hembras y machos
de Macrodactylus nigripes Bates, 1887 (Coleoptera: Melolonthidae) hacia diferentes estimulos. Para tal efecto, se
emplearon maiz, “azumiate” (ambas plantas consideradas como potenciales hospederos de estos escarabajos), pifia
(como un atrayente alimentario natural para otras especies de Melolonthidae) y octil-butirato (compuesto considerado
como control en estos experimentos, al tratarse de un compuesto quimico ya probado previamente como atrayente de
Macrodactylus). Aunque se observaron respuestas positivas por parte de los adultos de ambos sexos en las pruebas
activas y pasivas, solo se encontraron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) en los bioensayos pasivos,
principalmente hacia las hojas y extractos de maiz con respecto al control. Se concluye que este tipo de olfatdmetro
resulta adecuado para pruebas de comunicacién quimica de adultos de M. nigripes, aunque habra que reconsiderar su
disefio para asegurar que la atraccién es provocada por los volétiles de las plantas hospederas o por los atrayentes
alimentarios y no por aspectos visuales.
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Portable olfactometer for the study of interactions between *rose chafers' (Coleoptera:
Melolonthidae) and plants

ABSTRACT. A portable four- and three way olfactometer was developed based on the proposal by Ranjith (2007).
Active and passive bioessays were performed in order to assess the preference of females and males of Macrodactylus
nigripes Bates, 1887 (Coleoptera: Melolonthidae) to different stimuli. Corn, "azumiate™ (both plants considered as
potential hosts of these beetles), pineapple (as a natural food attractant for other species of Melolonthidae) and octyl-
butyrate (compound considered control in these experiments; it is a chemical compound already tried previously as
atractant for Macrodactylus), were used for this purpose. Although positive responses by adults of both sexes in the
active and passive test were observed, only statistically significant differences were found (p<0.05) in the passive
bioassays, mainly towards the leaves and extracts of azumiate from the control. It is concluded that this type of
olfactometer is appropriate for chemical communication test with adults of M. nigripes, although we will have to
reconsider your design to ensure that the responses of beetles are caused by the host plant volatiles emissions or food
attractants and not by visual stimuli.

Keywords: Macrodactylus nigripes, plant volatiles, bioassays, chemical communication.

INTRODUCCION

Uno de los fendmenos mas interesantes que ocurren en las plantas es la liberacion del carbono
asimilado en la fotosintesis en forma de los conocidos como compuestos volatiles organicos,
metabolitos secundarios, infoquimicos o simplemente, volatiles de plantas (\VP) (Bautista-Lozada
etal., 2012). En general, estos VP son utilizados por los insectos para encontrar su alimento, pareja,
evitar depredadores, encontrar una planta hospedera como lugar de apareamiento, oviposicién o
refugio. Los coleopteros Melolonthidae se encuentran distribuidos ampliamente en el territorio
mexicano con la presencia de 110 géneros y 1,040 especies, abarcando la mayor parte de los
diferentes tipos de vegetacion natural y modificados (Moron et al., 1997); dentro de esta familia se
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encuentra Macrodactylus nigripes Bates, 1887, el cual causa dafio por alimentacion a diversos
cultivos, generando pérdidas econdémicas importantes (Guzman-Mendoza et al., 2013). A pesar de
la importancia agricola que se le atribuye a esta especie, hay pocos trabajos reportados sobre las
interacciones entre integrantes de esta familia y sus plantas hospederas; destacan en este sentido
los estudios para larvas de especies de Phyllophaga y su relacion con raices de plantas de diversos
cultivos (Méndez-Aguilar et al., 2008), asi como la interaccion entre larvas de Melolontha con los
volatiles de raices de diferentes plantas (Weissteiner et al., 2012). En ambos casos, el equipo
utilizado para evaluar la preferencia de los insectos es el olfatometro, el cual forma parte de una
técnica tradicional para pruebas de ecologia quimica, tanto en su forma “activa” (intermediacion
de un flujo de viento constante para transportar el estimulo quimico) como en su forma “pasiva”
(captacion del infoquimico por parte del insecto sin la intervencién de un flujo de viento) (Finch,
1986). Esta informacion, ademas de brindar elementos de interés para la comprension de la
comunicacion quimica de los Melolonthidae, sienta las bases para proponer una estrategia de
manejo de especies plaga fundamentada en el uso de atrayentes; en este caso, de los voléatiles de
las plantas hospederas de este grupo de coledpteros.

Es por eso que el presente estudio se pretende obtener informacion sobre la interaccion entre
hembras y machos de M. nigripes y diferentes fuentes que potencialmente emiten volatiles
atractivos para éstos, utilizando un olfatdmetro portatil disefiado para bioensayos activos y pasivos.

MATERIALES Y METODO

Insectos. Entre mayo y julio del 2015 se llevaron a cabo colectas manuales directas de hembras
y machos de M. nigripes en cultivos de maiz ubicados en la localidad de San Pablo del Monte,
Tlaxcala (19° 07° 00” N y 98° 10° 00” O). Se intent6 que las colectas se efectuaran en los dias de
emergencia de los imagos, con base en registros previos sobre el ciclo de vida y comportamiento
de esta especie en la zona de estudio (Romero-Lépez et al., datos no publicados). Los especimenes
capturados se trasladaron al laboratorio, donde se llevé a cabo el sexado e identificacion
taxondmica con base en la propuesta de Arce-Pérez y Moron (2000).

Plantas y fruto. Para la obtencién de las plantas de maiz (Zea mays, Poaceae) se sembraron
semillas bajo condiciones de laboratorio durante 15 dias; después de obtener las plantulas, para los
bioensayos se utilizaron las hojas con cinco dias de aparicion. En el caso del “azumiate” (Baccharis
salicifolia, Asteraceae), se colectaron tallos con hojas de arbustos de la localidad (en donde se
observaron previamente adultos de M. nigripes mordiéndolas o utilizdndolas como &rea de sostén
para efectuar la copula) y se trasladaron al laboratorio. Asimismo, se consiguio una pifia (Ananas
comosus, Bromeliaceae) comercial, cortada después de unos 135 dias después de la floracion, la
cual se mantuvo en el laboratorio durante 8 dias para la ejecucion de los bioensayos.

Compuesto sintético. El octil-butirato (W280704 SIGMA-ALDRICH®) fue adquirido en
formato comercial.

Disefio y fabricacion del olfatometro. Con base a la propuesta de Ranjith (2007), se disefi0 y
construy6 un olfatdmetro de acrilico, conformado por una camara principal central (20 x 20 cm de
base y 30 cm de altura), la cual a su vez cuenta con una tapa en la parte superior. Cada una de las
caras que dan forma a la camara central esta unida a un brazo del mismo material (5 x 5 cm y 50
cm de largo). Cada brazo consta de un compartimento en su extremo terminal para colocar los
estimulos y un ventilador para simular un flujo de viento constante (Fig. 1A).

Estandarizacion del olfatémetro con bioensayos “activos” y “pasivos”. Los bioensayos se
Ilevaron a cabo en condiciones controladas de temperatura (24 + 2 °C), humedad (65 % + 5 °C) e
iluminacién (60 watts), entre las 11:00 y las 13:00 h, con la finalidad de simular las condiciones y
horario en que se los adultos llevan a cabo sus actividades alimentarias y sexuales en condiciones
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naturales (Romero-Lopez et al., datos no publicados). En cada bioensayo, los estimulos fueron
colocados aleatoriamente en cada uno de los extremos del olfatdbmetro y un insecto en la parte
central de la camara, dejando pasar 5 min hasta que éste mostrara una respuesta “positiva” hacia
cualquiera de los estimulos (desplazamiento de la hembra o macho de M. nigripes hacia alguna de
las fuentes, que concluyera con el contacto de algunos de sus tarsos con la planta o el papel filtro
correspondientes). Después de cada experimento, se retiraron los estimulos e insectos dando una
pausa de 5 min en los que se “limpiaba” el olfatdbmetro. Como “activos” se consideraron aquellos
bioensayos que involucran el uso de los cuatros brazos del olfatbmetro conectados a la cdmara
central y de los ventiladores que producen un flujo de viento constante de aproximadamente 0.05
ml/min (Fig. 1A). En el caso de los bioensayos “pasivos”, se prescindid de los brazos y de los
ventiladores, empleandose exclusivamente la cAmara central del olfatdmetro (pruebas de tres vias).
Los estimulos se colocaron en un punto medio de cada una de los lados de la cAmara central del
olfatometro y los insectos se ubicaron en el centro de la misma (Fig. 1B).

Estimulos

Ventdador 12 v

PN ==
S:z- '

Z N\
=== / \
= | L/

S —

\

S

\/ Conector de _;;;::zc ;!c poder g
corriente 2.1 mm iminador 12 v M. nigripes
Control de o q\l / ym_.\/. o g p

olfatémetro

Figura 1. Olfatdmetro utilizado para la realizacién de los bioensayos con hembras y machos de Macrodactylus nigripes
y los estimulos. A) Disefio utilizado para las pruebas activas (cuatro estimulos). B) Disefio utilizado para las pruebas
pasivas (tres estimulos).

Los estimulos fueron probados “fisicamente” y como extractos. Los estimulos “fisicos”
consistieron en fragmentos de 1 cm? de cada fuente (hoja de maiz, hoja de azumiate, fragmento de
pulpa de pifia y papel filtro impregnado con 0.1 ml de octil-butirato). Los fragmentos de las hojas
y de la pifia fueron colocados sobre un papel filtro de las dimensiones mencionadas. En el caso de
los extractos, éstos se obtuvieron machacando las hojas y la pulpa de pifia sobre un fragmento de
papel filtro de 1 cm? Como control se considerd al octil-butirato, con un 0.1 ml impregnado en el
papel filtro. Los bioensayos se fundamentaron en diferentes combinaciones de los tratamientos. En
el caso de los “fisicos™: a) hoja de azumiate vs fragmento de pifia vs octil butirato; b) hoja de maiz
vs fragmento de pifia vs octil-butirato y ¢) hoja de azumiate vs hoja de maiz vs octil-butirato. Con
respecto a los extractos, se combinaron de la siguiente forma: a) extracto de azumiate vs extracto
de pifia vs octil-butirato; b) extracto de maiz vs pifia vs octil-butirato y c) extracto de azumiate vs
extracto de maiz s octil-butirato. Todas las combinaciones se probaron en cuarenta y siete
repeticiones para cada sexo (n=47).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron analizados mediante tablas de contingencia
con la prueba Chi Cuadrada (Sigma-Plot 12.0).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos activos. Se observaron tendencias de respuestas positivas en el 50 % de los
bioensayos de este tipo, tanto con hembras como con machos de M. nigripes. Por contar con un
porcentaje de respuestas positivas menor al establecido como valor de representatividad para el
estudio (70 %), se considerd que los datos obtenidos no cumplieron con el minimo requerido y por
ello no se incluyeron en el andlisis final. Aunque existen algunos antecedentes sobre las
interacciones “planta-melolontido” que destacan el interés de probar en campo volatiles florales
con adultos de las subfamilias Rutelinae y Cetoniinae (Donaldson et al., 1990) y volatiles de plantas
hospederas con adultos de Melolonthinae (Ruther et al., 2002), la informacidn es practicamente
nula en cuanto a bioensayos en laboratorio, restringiéndose a estudios con “cetoninos” y
olfatdometros en forma de “Y” equipados con ventiladores generadores del flujo de viento (Peter y
Johnson, 2013). Cabe sefialar que, en general, el uso de olfatdbmetros activos para estudios de
ecologia quimica de insectos ha sido cuestionado, principalmente porque la mayor parte de los
volatiles para los cuales se presenta una respuesta positiva son de corta distancia, lo que no
correlaciona con lo que sucede cotidianamente en la naturaleza (Ballhorn y Kautz, 2013).
Asimismo, influye la biologia y comportamiento propio de los modelos de estudio (principalmente
“voladores” o “caminadores”); segun Opp y Prokopy (1863), el tratar de estimular a los insectos
para volar contra el viento puede ser inapropiado. En el presente trabajo, ademéas de lo ya
mencionado, es posible que la longitud de los brazos del olfatdbmetro o que la intensidad del flujo
de viento producido por los ventiladores resultd contraproducente para la actividad de M. nigripes,
predominando inmovilidad o desplazamientos azarosos a lo largo de los experimentos.

Bioensayos pasivos - estimulos “fisicos”. Como se refleja en el Cuadro 1, hembras y machos
de M. nigripes muestran respuestas positivas estadisticamente significativas a las hojas de azumiate
y de maiz, asi como a la pulpa de pifia. Las hembras (yi? = 22.93, p < 0.001) y los machos (xi? =
29.60, p < 0.001) presentaron respuestas positivas significativas hacia las hojas del maiz con
respecto al control. En el caso del azumiate, los adultos de ambos sexos también respondieron
positivamente a las hojas de esta planta, con respecto al control (hembras: xi% = 12.50, p < 0.05;
machos: i’ = 14.18, p < 0.05). Hembras y machos respondieron de forma similar a la pulpa de pifia
con relacion al control (hembras: yi? = 15.54, p < 0.001; machos: yi?= 11.56, p < 0.05). Al comparar
en conjunto todos los estimulos con respecto al control y entre estimulos, se detectaron respuestas
significativas; para destacar el hecho de que las hojas de maiz fueron las mas “preferidas” por los
adultos sobre el azumiate e incluso sobre la pulpa de pifia, la cual ya habia sido reportada por
Camino-Lavin et al. (1996) como un atrayente alimentario natural de varios grupos de melolontidos
(Cuadro 1). En el caso del azumiate y maiz, es el primer trabajo en el cual se prueba su atraccion
sobre algun integrante de Melolonthidae. Aunque se han realizado observaciones en campo que
evidencian que ambas plantas son elegidas por adultos de esta especie y de Macrodactylus
mexicanus Burmeister, 1845, ademas de haber obtenido un perfil quimico de los voléatiles que
podria estar emitiéndose a través de las hojas (Romero-Lopez et al.; Nieves-Silva, datos no
publicados), a la fecha no se habian llevado a cabo bioensayos de preferencia y/o eleccion. Para
destacar la situacion de que tanto hembras como machos mostraron respuestas positivas
significativas a todos los estimulos, en particular a sus potenciales plantas hospederas (azumiate y
maiz). Esto es consistente con los resultados de la generalidad de los trabajos ya sefialados en lineas
anteriores, en donde la respuesta de los melolontidos de ambos sexos hacia volatiles de plantas, es
similar. En la naturaleza, hembras y machos de M. nigripes y M. mexicanus se dirigen con la misma
frecuencia hacia las hojas de ambas especies vegetales, para llevar a cabo la mayor parte de sus
actividades bioldgicas basicas Romero-Lépez et al. (datos no publicados), ademas de que se cuenta
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con datos sobre sus receptores antenales que permiten sugerir que los dos sexos estan disefiados y
equipados para captar los volatiles de plantas (Martinez-Bonilla et al., 2015).

Bioensayos pasivos — estimulos extractos.- En el Cuadro 2, se muestra que solo los machos de
M. nigripes presentaron respuestas positivas estadisticamente significativas hacia hojas de
azumiate, con respecto al control (yi’> = 19.86, p < 0.001). Tanto para maiz (hembras: yi* = 19.86,
p < 0.001; machos: yi?= 14.18, p < 0.001) como para pifia (hembras: yi>= 14.18, p < 0.001; machos:
¥i2=19.86, p < 0.001) se encontraron respuestas positivas significativas con relacion al control. En
general, no se detectaron diferencias en las respuestas entre los tratamientos ni entre sexos, excepto
al momento de comparar las de hembras y machos de azumiate y las de éste Gltimo con respecto a
las respuestas observadas en maiz y pifia (Cuadro 2).

Cuadro 1. Porcentaje total de respuestas por parte de hembras y machos de Macrodactylus nigripes
hacia estimulos “fisicos”, hojas de azumiate y maiz, asi como fragmento de piiia.
Estimulos “fisicos” (% de respuesta positiva)

Adylt(_)s_ Azumitae Maiz Pifia Control
M. nigripis

Hembras 19a 47 ¢ 26d Ob

Machos 27 a 48 ¢ 21d Ob

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05), haciendo énfasis en las comparaciones entre
los estimulos y el control. El porcentaje total (100 %) se complementa con respuestas diversas por parte de
los adultos (filas por sexo), adicionales a las respuestas positivas hacia cada estimulo. Chi-cuadrada; n= 47
por cada sexo.

Cuadro 2. Porcentaje total de respuestas por parte de hembras y machos de Macrodactylus nigripes hacia
extractos de azumiate, maiz y pifa.
Estimulos “fisicos” (% de respuesta positiva)

Adultos

S Azumitae Maiz Pifia Control
M. nigripis
Hembras 11 a* 30c 27 ¢ Ob
Machos 3lc 27 ¢ 3lc Ob

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05), haciendo énfasis en las comparaciones entre
los estimulos y el control. EI porcentaje total (100 %) se complementa con respuestas diversas por parte de
los adultos (filas por sexo), adicionales a las respuestas positivas hacia cada estimulo. Chi-cuadrada; *=
Prueba exacta de Fischer; n= 47 por cada sexo.

Es preciso sefialar que aunque en el presente estudio con M. nigripes no se llevd a cabo un
analisis estadistico para comparar los resultados de estimulos “fisicos” y los extractos, se observan
respuestas muy parecidas por parte de los adultos de ambos sexos hacia ambas modalidades. Lo
anterior podria interpretarse como una fortaleza del disefio experimental, ya que aunque los
resultados obtenidos en los bioensayos con las hojas (“fisicos”) podrian atribuirse también a una
atraccion de tipo visual, como han sugerido previamente Ladd y Klein (1986), con los extractos de
azumiate, maiz y pifia (en donde se elimina un posible efecto visual, ya que se emplean los
fragmentos de papel filtro), se han obtenido evidencias de que los estimulos quimicos participan
en mayor o menor medida en los eventos de atraccion de Macrodactylus.

Aunado a ello, mencion aparte para el octil-butirato, compuesto considerado como un control
en ambos tipos de bioensayos, se eligié trabajar con éste como tal porque en la bibliografia
especializada se ha utilizado como un atrayente de adultos de Macrodactylus (Arredondo-Bernal
et al., 1995; Williams et al., 2000). Bajo la premisa de que el octil-butirato probado a 0.01 ml
(concentracion utilizada en combinacion con otros atrayentes para el género) representaria una
mayor exigencia por sus antecedentes de atraccién hacia integrantes de este género, el hecho de
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que no haya provocado respuestas positivas en alguno de los noventa y cuatro bioensayos permite
sugerir que los estimulos seleccionados (principalmente azumiate y maiz, ya que de la pifia se sabia
sobre su efecto en melolontidos) cuentan con volatiles ain mas atractivos que el octil-butirato para
adultos de M. nigripes. Estrictamente hablando, habré que afinar el disefio de futuros experimentos
que pretendan dar continuidad a esta linea de investigacion, en el sentido de disminuir los posibles
efectos de atraccion visual y priorizar en que las respuestas sean atribuibles exclusivamente a la
accion de los volatiles de plantas. Ademas, seria conveniente utilizar nuevamente el octil-butirato
en diferentes concentraciones y combinandolo con otros atrayentes ya reportados también.

En cuanto a la pertinencia de realizar bioensayos de tipo pasivo, existen reportes que sefialan
que podrian ser los mas adecuados para meloléntidos, tomando en cuenta las estrategias que
desarrollan estos insectos para sus actividades sexuales y de alimentacion (Romero-Lopez y
Arzuffi, 2010; Lefort et al., 2015)

Otro aporte adicional que se pretende brindar con este trabajo es el de resaltar el disefio del
olfatdbmetro, el cual, ademéas de que permite que sea utilizado en bioensayos activos y pasivos de
laboratorio, permite que sea trasladado al sitio en donde se colectan los adultos de M. nigripes para
llevar a cabo los bioensayos en su entorno natural. Esto podria confirmarse en proximos estudios
con esta especie y con M. mexicanus.

CONCLUSION

El olfatdmetro empleado en el presente estudio es propuesto como una herramienta para pruebas
de comunicacién quimica de integrantes del género Macrodactylus. Este equipo puede ser adaptado
a un variado nimero de estimulos por probar y por ser facil de trasladar (portétil), puede ser
utilizado tanto en laboratorio como en campo.

Las respuestas por parte de los adultos de M. nigripes hacia estimulos “fisicos” y extractos fue
similar incluso al compararlo entre sexos, lo cual permite sugerir que los eventos de atraccion entre
meloléntidos y plantas podrian estar mediados por infoquimicos.

Se recomienda modificar algunos aspectos del disefio del olfatdmetro para que en posteriores
bioensayos disminuya la posibilidad de que la atraccion de M. nigripes sea causada por otros
factores diferentes a los quimicos (p. ej. estimulos visuales).
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