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RESUMEN

Se llevaron a cabo bioensayos activos y pasivos, para evaluar la preferencia de
hembras y machos de Macrodactylus nigripes (Bates) hacia diferentes estimulos.
Se emplearon maiz (Zea mays L.), “azumiate” (Baccharis salicifolia Ruiz y Pavon),
pifia (Ananas comosus L.) y octil-butirato, esto con la ayuda de un olfatdmetro,
portétil, construido con base en el disefio de Ranjith (2007). Aunque se observaron
respuestas positivas por parte de los adultos de ambos sexos en las pruebas
activas y pasivas, sblo se encontraron diferencias estadisticas significativas
(p<0.05) en los bioensayos pasivos, principalmente hacia las hojas y extractos de
maiz y azumiate con respecto al control. A partir de estos resultados, se puede
sugerir que ambas especies vegetales liberan volatiles que atraen a hembras y
machos de M. nigripes. El andlisis quimico de los volatiles, se llevo a cabo por la
técnica de microextraccion en fase soélida. Con base en ello, se obtuvo un listado
de los compuestos liberados por hojas de azumiate y de fragmentos de pifia, por
medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Este trabajo, aportdé informacion acerca de la respuesta olfativa de M. nigripes a
potenciales plantas hospederas y de la metodologia llevada a cabo para tal fin
(bioensayos), ya que se trata del primer reporte de este tipo para coledpteros

Melolonthidae en México, especificamente para M. nigripes.



1. INTRODUCCION

La familia Melolonthidae se encuentra distribuida ampliamente en el territorio
mexicano con la presencia de 110 géneros y 1,040 especies, desde el nivel del
mar hasta los 3,800 m de altitud, abarcando la mayor parte de los diferentes tipos
de vegetacion natural y modificada (Morén et al., 1997; Morén et al., 2014). Dentro
de esta familia se encuentra el género Macrodactylus, del cual se distribuyen 27
especies en México (Caselin-Castro et al., 2003). Las larvas de los integrantes de
este género pueden causar dafios en las raices de diversos cultivos, pastos
forrajeros y de ornato. Mientras tanto los adultos se alimentan del follaje tierno,
flores, frutos, polen y secreciones de savia dulce y &rboles silvestres y cultivados.
Pueden causar dafios de importancia econdmica, ya que inciden negativamente
en el rendimiento de diversos cultivos agricolas y son considerados en su mayoria
plaga, observandose cientos de ellos en una sola planta (Morén et al., 1997; Arce-
Pérez y Moron, 2000). Actualmente se utilizan diversos métodos para la proteccion
de cultivos y bosques, como el control directo con plaguicidas; sin embargo, no se
ha obtenido una solucion definitiva a este problema y se ha recurrido al monitoreo
y a la modificacion del comportamiento (atraccion o repulsién) de la especie plaga
para dirigirla hacia un punto conveniente para su manejo. Esto, se logra a través
del uso de sustancias quimicas involucradas en diversas interacciones ecolégicas
(Contreras, 2011; Romero-Lopez, 2012). Para ello, es necesario tener suficientes
datos acerca de todos los aspectos que intervienen en la comunicacion quimica de

estos insectos; uno de ellos es la interaccion con plantas hospederas.

El presente trabajo pretende proveer informacién acerca de la respuesta de
Macrodactylus nigripes (Bates) hacia diferentes estimulos (potenciales plantas
hospederas), poniendo a prueba un prototipo de olfatbmetro adaptado para
bioensayos requeridos en estudios de comunicacion quimica. Asimismo, se
espera brindar informacion sobre los compuestos volatiles (CV) liberados por
algunas de estas plantas, estandarizando de microextraccion en fase solida

(SPME, por sus siglas en inglés).



2. ANTECEDENTES

2.1. Ecologia quimicay su importancia en el estudio de insectos
La ecologia quimica es un &rea de estudio que surge durante mediados del siglo

XXy es por definicién, un area integrativa que como punto de partida, reconoce
qgue todos los organismos utilizan estimulos quimicos para interactuar entre si y
gue hay compuestos quimicos que intervienen en las relaciones entre organismos
(Byers, 1989; Rojas y Malo, 2012).

Estos compuestos o0 sustancias quimicas, dependiendo del contexto en el que se
les encuentren, se les pueden llamar infoquimicos, los cuales transmiten
informacion de un individuo a otro y generan en el receptor una respuesta
conductual o fisiolégica. Se dividen principalmente en feromonas y aleloquimicos.
Esto depende de si la interaccion es intraespecifica y/o interespecifica (Dicke y
Sabelis, 1988).

En la actualidad se conocen aproximadamente un millébn de especies de insectos;
se calcula que esta cantidad representa aproximadamente un 20% de la
biodiversidad total de insectos, aunque es probable que haya entre cinco y diez
millones de especies (Cardé y Millar, 2004). Debido a esta gran diversidad, la
ecologia quimica busca caracterizar el tipo de compuestos que intervienen en las
multiples relaciones que los insectos establecen entre si y con otros organismos,
particularmente con las plantas. La comunicacion quimica juega un papel
importante en casi todos los aspectos de la vida de los insectos (Rojas y Malo,
2012).

2.2. Volatiles de plantas y su interaccion con insectos
Uno de los fendbmenos mas interesantes que ocurren en las plantas es la

liberacibn de compuestos organicos volatiles, también Illamados metabolitos
secundarios, infoquimicos o simplemente volatiles de plantas (VP). La emisién es
un proceso que sucede en todas las plantas, ocupa entre el 10 y 36% del carbono
asimilado, dependiendo de la especie vegetal (Bautista-Lozada et al., 2012). Los

VP emitidos son mezclas complejas de muchos compuestos organicos que



representan pequefias cantidades con respecto al peso total de la planta.
Conocidos también como aceites esenciales, aceites volatiles o esencias,
generalmente son sustancias altamente lipofilicas de bajo peso molecular, cuya
volatilidad se debe a que se evaporan al ser expuestos al aire 0 a temperatura
ambiente y que tienen altas presiones de vapor (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007).
Estos compuestos son producidos por hojas, frutos, flores y raices, pero
principalmente se liberan a través de la superficie y sitios de almacenamiento de

las hojas (Paré y Tumlinson, 1999).

En la actualidad se han descrito mas de 1700 compuestos volatiles a partir de
especies que pertenecen a mas de 90 familias de plantas, que constituyen
aproximadamente el 1% de todos los metabolitos secundarios de plantas
conocidas en la actualidad. Estos compuestos pueden clasificarse en tres grandes
grupos: 1) terpenos, 2) fenilpropanoides/benzenoides, y 3) derivados de acidos
grasos, los cuales se producen naturalmente, por dafio o estimulo mecanico (por
ejemplo: heridas, alimentacion, oviposicion, etc.). Funcionando como defensa
directa repeliendo a insectos o indirectamente atrayendo a enemigos naturales del
atacante. Ademas, se ha propuesto que esta emision de volatiles se debe a estrés
abiético, como cambio climatico (por ejemplo: temperatura, humedad,
precipitaciones, etc.) (Holopainen, 2004; Maffei et al., 2011, Bautista-Lozada et al.,
2012). El cambio climatico resulta en alteraciones significativas de la estructura y
funcion de los organismos, comunidades y ecosistemas, (Pafiuelas y Staudt,
2010). Los VP generan redes interactivas muy complejas, con implicaciones

ecologicas (Dicke, 2000; Acamovic y Brooker, 2005).

Los insectos se han adaptado para alimentarse de los 6rganos de las plantas en el
suelo en su fase larvaria y del follaje foliar como adultos (Blossey y Hunt-Joshi,
2003). En general, usan los VP para encontrar su alimento, pareja, evitar
depredadores, encontrar una planta hospedera como lugar de apareamiento,
ovipositar o como refugio. Los insectos que viven en ambientes sobre el suelo,
utilizan una amplia gama de sistemas sensoriales como estimulos olfativos,

visuales, acusticos y térmicos que les sirven para localizar su alimento antes de



llegar a contactarlo (Holopainen, 2004; Méndez-Aguilar et al., 2008; Grajales-
Conesa et al., 2011). Las estructuras sensoriales suministran al sistema nervioso
del animal la informacion para generar una representacion interna simplificada del
exterior, que a su vez permite que el animal tenga una respuesta comportamental
adecuada a la situacion. En este sentido, los insectos han demostrado ser un
modelo exitoso para el estudio del sentido de la olfaccion (Hansson y Stensmyr,
2011).

2.3. Generalidades del sistema olfativo de insectos
El olfato es de importancia fundamental para la mayoria de los insectos. La

deteccion de estimulos olfativos del ambiente puede darse a partir de las
estructuras antenales que se encuentran en muchos insectos o gustacion a partir
de palpos bucales y maxilares, dependiendo de si el estimulo se percibe en el aire

0 a través de contacto fisico (Guidobaldi y Guerenstein, 2012).

El segmento distal de las antenas esta cubierto en diferentes grados con sensilas
olfativas, que muestran una amplia variedad de formas y estructuras.
Independientemente de la forma, las sensilas olfativas comparten la misma
funcion, es decir, encapsular y proteger las neuronas receptoras olfativas (NROSs),
las cuales son responsables de la deteccion de olores especificos con un grado
variado de especificidad y sensibilidad, y proyectan sus axones hacia el centro
olfativo primario del cerebro: el I6bulo antenal. Estos axones de NROs expresan
un receptor especifico de un glomérulo, donde se lleva a cabo la sinapsis con
interneuronas de proyeccion que transfieren informacién al protocerebro, el cual es
un centro de integracion donde finalmente se forma una “imagen olfativa”, la cual
conlleva una respuesta comportamental y fisiol6gica (Hansson y Stensmyr, 2011;
Guidobaldi y Guerenstein, 2012; Wicher, 2015).

Diferentes mecanismos de respuestas de comportamiento ayudan a un insecto en
la busqueda de una fuente de olor y la orientacion puede ser dirigida (taxis) y no
dirigida (cinesis) (Shorey, 1973; Visser, 1988). La quimiotaxis se presenta cuando

el insecto alinea su cuerpo en direccion a la fuente de olor, como resultado de



haber detectado moléculas de olor (estimulos quimicos). La cinesis, en donde el
insecto no detecta la direccién de olor sino que es estimulada para moverse a
diferentes velocidades (ortocinesis) o para girar a diferentes frecuencias
(clinocinesis) por cambios en las concentraciones de sustancias quimicas. En la
anemotaxis el desplazamiento se da en funcion del viento y se considera que es
uno de los principales medios por el cual los insectos se dirigen hacia la fuente de
olor (Finch, 1986; Hiltpold et al., 2013).

2.4. Coleopteros Melolonthidae
Los coledpteros de la familia Melolonthidae (Cherman y Morén, 2014)

(“meloldéntidos”) en estado adulto muestran un labro y mandibulas que pueden
estar parcialmente expuestas u ocultas bajo el clipeo, con mandibulas
esclerosadas, antenas formadas por ocho o diez artejos, de los cuales, de tres a
siete corresponden a la maza antenal, en cuyas lamelas plegadizas predominan
las sensilas de tipo placoideo. En el caso de las larvas, éstas son de tipo
escarabeiforme con antenas formadas por cuatro artejos alargados. Epifaringe
asimétrica con tormae ampliamente separadas. El tamafio de estos insectos es
muy variable, ya que los adultos tienen una longitud total de 3-130 mm, la anchura
maxima de los élitros es de 1.8-51 mm y la expansion alar 8-230 mm. En el
maximo desarrollo de larvas, la longitud dorsal es de 12-255 mm y la anchura del
abdomen de 2-40 mm (Moron et al., 2014)

Estos coleOpteros se encuentran presentes en todos los habitats continentales,
insulares y algunos lénticos, excepto en ambientes con hielos perennes. Se
encuentran desde el edafon hasta el dosel y presentan habitos diurnos,
crepusculares o nocturnos. Son un grupo fitéfago por excelencia, ya que los
adultos se alimentan con hojas, flores, tallos, frutos, polen, néctar, savia, corteza y
detritus vegetal y rara vez depredan adultos o inmaduros de cole6pteros,
homopteros o formicidos. Las larvas consumen raices, humus o xilema. Varias
especies se asocian con nidos de termitas y hormigas, y con madrigueras de
roedores. Resultan ser importantes como degradadores, polinizadores

inespecificos y como bioindicadores zoogeograficos y ecoldgicos. Son



holometabolos con huevo, tres estadios larvales, pupa y adulto (Amat-Garcia et
al., 2005; Morodn et al., 2014).

2.4.1. Comunicacion quimica de los melolontidos
El estudio de la comunicacion quimica de un insecto permite conocer la etapa de

su comportamiento en la cual puede encontrarse el intercambio de informacion
quimica. Cuando el contexto de ello es la comunicacion quimica sexual (CQS),
esta involucrado un emisor (generalmente, las hembras), con la produccion y
liberacion del mensaje quimico (atrayentes o feromonas sexuales), ademas de la
localizacion de éste por parte del receptor (generalmente, los machos). El interés
por la comunicacion quimica y el comportamiento sexual de los insectos fitéfagos,
que se integran en la CQS (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010), se ha incrementado de
manera importante en afios recientes, principalmente por los beneficios que se
obtienen en el area agricola con el monitoreo, manejo y control de plagas. En
general, el estudio de la CQS de un insecto permite conocer la etapa de su
comportamiento en que puede observarse algun tipo de comunicacién basada en
el uso de sustancias quimicas conocidas como infoquimicos (Dicke y Sabelis,
1988). Dicha etapa se considera como comportamiento precopulatorio y es lo que
ocurre entre el momento en que aparece el elemento emisor (generalmente la
hembra) del mensaje quimico y es localizado por el receptor (generalmente el
macho) hasta el momento en que se presenta el contacto sexual (Eberhard, 1992;
Facundo et al. 1999). Bajo este esquema, es posible abordar la CQS de cualquier

modelo biolégico o grupo, como es el caso de los meloléntidos.

2.4.2. Antecedentes sobre la interaccion melolontido-voléatiles de plantas
Las interacciones entre larvas o adultos de Melolonthidae con partes aéreas o

raices de sus plantas hospederas, con fines de alimentacioén, en las cuales estan
involucrados VP, existen varios trabajos que enlistan las especies vegetales que
fungen como alimento, refugio y sitios de oviposicion de estos insectos (Morén et
al. 1997, Aragén et al. 2010). Esta suficientemente estudiado el comportamiento

de los adultos en funcién de los compuestos quimicos que liberan las plantas y



gue provocan la atraccion de éstos. Entre los reportes destacados en este sentido
estan los correspondientes a Popillia japonica (Newman) (Loughrin et al., 1995;
Heath et al., 2001) Maladera matrida (Argaman) (Harari et al., 1994), Hoplia
communis (Waterhouse) (Imai et al., 1998), Macrodactylus subspinosus (F.)
(Heath et al., 2001), Melolontha hippocastani (F.) (Ruther et al., 2000) y
Melolontha melolontha (L.) (Reinecke et al., 2002). Para larvas, destacan las
interacciones entre Costelytra zealandica (White) (Osborne y Boyd, 1974) y Me.
hippocastani (Weissteiner y Schuitz, 2006, 2012).

Para meloldntidos distribuidos en México, en contraste, son escasos los reportes
especificos en cuestiones de interacciones insecto-volatiles de plantas. Se cuenta
con evidencias de la relacion entre adultos de Phyllophaga obsoleta (Blanchard) y
Phyllophaga ravida (Blanchard) con arboles de “encino” (Quercus sp., Fagaceae),
encontrandose que existen infoquimicos involucrados en el acercamiento de éstos
a las hojas de estos arboles, para morderlas y aparentemente, alimentarse de
ellas (Romero-Lépez et al., 2016). Camino-Lavin et al. (1996) pusieron a prueba la
preferencia de diferentes grupos de Melolonthidae hacia pulpa de pifia en
maduracion contra trampas cebadas con compuestos quimicos extraidos del fruto
de la pifia (lactano de etilo, isovalerato de etilo, acetato de etilo, metil valerato,
butirato de etilo, acetato de metilo, butirato de metilo y 4 -alil-1,2 -
dimetoxibenceno). Estos autores observaron que la pifia en maduracion provoco la
atraccion de un mayor numero de meloléntidos adultos como Cotinis mutabilis
(Gory y Percheron), Cotinis spp., Cyclocephala guttata (Bates) y Phyllophaga spp.
Por otro lado, Caselin et al. (2003) encontraron que los adultos de Macrodactylus
nigripes (Bates) muestran preferencia al maiz con espiga y elote, sin espiga y con

espiga, sin una diferencia estadistica significativa entre los tres tratamientos.

En el caso de registros para larvas, se cuenta con aquellos en los que se
describen las respuestas olfativas de individuos de P. ravida y Phyllophaga
tumulosa (Bates) hacia volatiles liberados por las raices de diferentes plantas
como maiz (Zea mays, Poaceae) y frijol (Phaseolus vulgaris, Fabaceae) (Méndez-
Aguilar et al. 2008).



2.5. Generalidades de Macrodactylus nigripes
Los integrantes del género Macrodactylus forman parte de la subfamilia

Melolonthinae e integran al grupo mas representativo de la tribu Macrodactylini en
Norte y Centroamérica. Este grupo esta filogenéticamente cercano a los géneros
Isonichus y Ceraspis; sin embargo, los adultos de Macrodactylus se diferencian de
estos ultimos por su cuerpo alargado y esbelto, de 7.0 a 13 mm de largo por 2 a
4.5 mm de anchura humeral, largos y delgados tarsos (patas) que dan nombre al
género. Los adultos (“frailecillos”, “taches”) son de tamafio pequefio (8 a 13 mm),
de colores variados y cubiertos de pelos dispuestos uniformemente o formando

lineas regulares sobre los élitros (Arce-Pérez y Mordn, 2000).

Los frailecillos de M. nigripes se encuentran distribuidos en diferentes entidades
de México como Chiapas, Coahuila, Estado de México, Hidalgo, Michoacéan,
Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz, , donde causa dafios a
diferentes cultivos agricolas por su actividad rizofagica (Arce-Pérez y Morén, 2000;
Guzman-Mendoza et al., 2013).

Los integrantes de esta especie son holometabolos con huevo, tres estadios
larvales, pupa y adulto. El ciclo de vida es usualmente anual o bianual, pocos
bivoltinos o trianuales; tal ciclo inicia cuando los adultos vuelan y muestran
actividad reproductiva durante la época de lluvias (junio-agosto). En ambientes
templados a frios, humedos sub-himedos, situados entre los 1000 y 2500 m de
altitud (Arce-Pérez y Méron, 2000). De acuerdo a Serapio-Jeronimo et al. (2014),
las hembras ovipositan dando inicio a la incubacion que dura entre 11 y 25 dias.
De septiembre a octubre, se observan larvas de primer estadio que se desarrollan
de 25 a 49 dias. Se caracterizan por ser de color blanco, dobladas a la mitad con

la cabeza sobre el Ultimo segmento; son delgadas con una longitud de 4 a 6 mm.

De octubre a diciembre, comienza el segundo estadio que dura entre 42 y 63 dias;
las larvas de este periodo tienen una longitud de 7 a 11 mm y se diferencian de las
del primer estadio por el aumento de tamario reflejado en la cabezay el térax.

El tercer estadio inicia en diciembre llegando a abril, con una duracion de 130 y

152 dias. Las larvas miden de 17-23 mm al inicio son de color gris, por la materia



organica ingerida y antes de llegar a pupa cambian a un color blanquecino-

amarillento.

A finales de abril inicia el periodo de pupa con una duracion de 28 o 36 dias. La
pupa es exarata de cuerpo alargado de 13 mm de longitud, con un color &mbar
amarillento. En los primeros dias mantiene la exuvia del tercer estadio, adherida a

los urogomphi.

Durante la formacién del imago, es notorio el cambio de coloracién en las pupas;
las podotecas, los pterotecas, protorax y la cabeza son las primeras partes que se
pigmentan adquiriendo un color ocre que se acentta en todo el cuerpo. Las partes
que se forman primero son las patas, los élitros, la cabeza, el térax y finalmente el
abdomen. Al término del desarrollo se encuentran envueltas por una muda

delgada, que se desprenden antes de que emerjan del suelo.

Los imagos permanecen bajo el suelo de 7 a 14 dias, dando lugar a los adultos
gue emergen durante las primeras semanas de junio, durando asi el ciclo de M.

nigripes aproximadamente 288.93 dias (Serapio-Jerénimo et al., 2014) (Figura 1).

~  Pupa %
%23 - 36 dias Incubacién

11 - 25 dias

Ciclo de vida

de M. nigripes

Larval 4
25 - 49 diag e
- o

Figura 1. Ciclo de vida completo de Macrodactylus nigripes (tomado de Serapio-Jer6nimo
et al., 2014).
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2.6. Comunicacion quimicay plantas hospederas de M. nigripes
Estudios acerca de la comunicacion quimica en Macrodactylus sugieren que sigue

el mismo patrén de comportamiento observado en otras especies del grupo
Melolonthidae (emisor, mensaje, receptor y respuesta), pero a diferencia de lo que
sucede en el comportamiento precopulatorio de adultos de Phyllophaga, las
hembras del género Macrodactylus no exponen la camara genital (Benitez-Herrera
et al., 2015). Esto probablemente se debe a que son especies diurnas y la emision
de los atrayentes sexuales significa permanecer estatico, por lo que seria un
riesgo permanecer visible y sin movimiento ante los demas organismos de un

determinado ambiente.

A la fecha, ya hay algunos datos preliminares para integrantes de Macrodactylus,
en particular de M. nigripes, en aspectos de los posibles sitios de produccion de
atrayentes (Romero-Lopez, 2016), la composicion quimica de éstos, la morfologia
de las sensilas antenales y probable respuesta electrofisioldgica hacia estimulos
quimicos (Martinez-Bonilla et al., 2015), ademas de la estructura del sistema

olfativo (Martinez-Bonilla et al., 2014).

Los adultos de Melolonthidae se alimentan de tejidos vegetales vivos, ya sea de
hojas, tallos, flores y frutos, incluyendo algunas especies que pueden consumir los
tejidos fibroso presentes en los tallos de palmeras y gramineas (Morén, 2004). En
este caso, ya se tienen registradas las preferencias alimentarias de algunos
integrantes de esta familia. Particularmente, en el caso de M. nigripes se han
reportado como plantas hospederas a Baccharis conferta (Sigismund)
(Asteraceae), Senecio salignus (Barkleyanthus salicifolius (Kunth) H. E. Rob y
Brettell) (Asteraceae), Brassica napus (L.), Brassica oleraceae (L.) (Brassicaceae),
Zea mays (L.) (Poaceae), Hordeum vulgare (L.) (Poaceae), Phaseolus vulgaris (L.)
(Fabaceae), Phaseolus coccineus (L.) (Fabaceae), Vicia fava (L.) (Fabaceae),
Medicago sativa (L.) (Fabaceae), Lupinus sp. (Fabaceae), Buddleia sp.
(Scrophulariaceae), Fraxinus sp. (Oleaceae), Malus pumila (Miller) (Rosaceae),
Pyrus comunis (L.) (Rosaceae), Prunus persica (L.) (Rosaceae), Rubus ideanus
(L.) (Rosaceae), Rubus adenotrichus (Schitdl.) (Rosaceae) y una integrante de la

familia Urticaceae no identificada (Arce-Pérez y Moron, 2000).
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2.7. Uso de olfatometros para estudios de comunicacion quimica en
melolontidos
El estudio de los mecanismos implicados en la localizacién de los diferentes

recursos por parte de insectos fitofagos con algun grado de especializacion, es de
gran importancia para entender la ecologia y evolucion de las interacciones entre
plantas e insectos (Ehrlich y Raven, 1964; Murlis et al., 1992). Estos procesos
pueden ser estudiados mediante bioensayos con la ayuda de olfatbmetros, que
son equipos de laboratorio para medir la capacidad de los animales para percibir

diferentes aromas y sustancias dispersas en el aire (Lopez-Avila y Rincon, 2006).

La eleccion de un olfatdmetro es de crucial importancia para la determinacién de la
actividad biologica y la decision debera ser tomada considerando varios factores,
entre los que destaca el comportamiento del insecto que se desea evaluar, el
tamafo del insecto, si vuela o no, si es de habitos nocturnos o diurnos, etc.
(Lopez-Avila y Rincon, 2006; Malo y Rojas, 2012). Estos aparatos han sido
clasificados en dos grupos; los que no usan viento (pasivos) y los que lo utilizan
(activos) (Baker y Linn, 1984; Baker y Cardé, 1984). Existen una gran variedad de
disefios, pero generalmente en los olfatbmetros para bioensayos pasivos, los
insectos encuentran la fuente de olor a una corta distancia o al contacto, debido a
gue los compuestos volatiles son dispersados por simple difusién, al contrario, de
los olfatobmetros disefiados para bioensayos activos en el que el flujo de viento es

el medio de transporte de las moléculas odoriferas. (Malo y Rojas, 2012).

Se han realizado bioensayos con la ayuda de estos aparatos para diversos
estudios de insectos, principalmente en lepidépteros. En el caso de melolontidos,
solo existen antecedentes para integrantes del género Phyllophaga. Se han
efectuado bioensayos con adultos para evaluar las respuestas de P. obsoleta
hacia diferentes componentes del atrayente sexual de esta especie (Romero-
Lépez y Arzuffi, 2010), asi como bioensayos con larvas de P. ravida y P. tumulosa
(Bates) para probar volatiles de raices de diversos cultivos agricolas (Méndez-
Aguilar et al., 2008), Weissteiner y Schiitz (2006) realizaron un trabajo para
demostrar la preferencia de larvas de Me. hippocastani, en el cual se utilizaron

como estimulos raices de zanahorias y de arboles de roble. Posteriormente, otros
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autores llevaron a cabo un estudio de preferencia de volatiles de raices de arboles
de roble (Quercus petraea (Mattuschka) y Quercus robur (L.)), obteniendo un

perfil quimico de volatiles mas representativos (Weissteiner et al., 2012).

2.8. Métodos para la extraccion de VP
Existen diversos métodos de extraccion de volatiles, los cuales seran descritos a

continuacion. En todos ellos se usa la cromatografia de gases (CG) como técnica
analitica. La CG es un método de separacion en el que los componentes de una
muestra se reparten o distribuyen entre dos fases: la estacionaria y la otra es un
gas el cual se percola a través de la fase estacionaria. La muestra es vaporizada y
arrastrada por una fase gaseosa movil a través de la columna muy delgada. La
reparticion de las sustancias entre las fases estacionaria y movil, se presenta de
acuerdo con su coeficiente de particion a determinada temperatura. Los
componentes de la muestra, llamados analitos, se separan de los otros basados
en su punto de ebullicion y por la afinidad por la fase estacionaria. Este tipo de
proceso cromatogréfico se llama elucion. Luego, los analitos pasan a la deteccion
por CG acoplado a espectrometria de masas (EM). La EM se basa en la
generacion de iones en fase gaseosa a partir de las moléculas de analito y su
deteccién. El espectro de masas resultante es un grafico de la abundancia relativa
de los iones producidos en funcion de su relacion masa/carga (m/z) Esta técnica
comprende cinco pasos: (1) Introduccidon de la muestra; (2) separacion de los
analitos en la columna cromatogréfica; (3) ionizaciébn de los analitos en fase
gaseosa; (4) deteccion de la masa de los iones y (5) procesamiento y analisis de
los datos. La EM es una técnica de deteccidon de iones, cuyo analisis permite
establecer la estructura molecular de una sustancia a partir del valor de su masa
(Marin-Loaiza y Céspedes, 2007; Ruiz, 2008).

2.8.1. Aireacién dinamica
Este método consiste en pasar un flujo de aire continuo dentro de una camara

para arrastrar los compuestos volatiles emitidos por el objeto de estudio para su
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captura en filtros con adsorbentes. Los recipientes usados para contener el

material a muestrear pueden ser de vidrio o de plastico (Malo y Rojas, 2012).

Los sistemas de colecta que muestrean los volatiles por aeraciéon dinamica pueden
ser cerrados, en el que el aire junto con los volétiles emitidos por la planta, se
hacen circular mediante una bomba y capturados en el absorbente dentro de una
camara cerrada. Por lo tanto, los contaminantes son minimizados debido a que el
aire circula dentro de un ambiente cerrado y finalmente los volétiles pueden ser

recuperados con disolventes o termodesorbidos (Tholl et al., 2006).

En la colecta por aeracién dinamica abierta se puede extraer o empujar-extraer el
aire del exterior dentro de la cAmara de colecta. Se usa una bomba conectada a
un flujbmetro que a su vez se conecta al tubo con el adsorbente que atrapara los
volatiles jalados por la bomba. El material a muestrear se coloca en un recipiente
abierto o cerrado, el aire del ambiente entra al recipiente a través de un filtro de
carbon activado y es retirado al extraerlo o empujarlo a través del tubo con el
adsorbente (Tholl et al., 2006; Malo y Rojas, 2012).

Otro método de aeracion dinamica es el llamado analisis por desadsorcion térmica
y purga-trampa. La técnica consiste en colocar el material a muestrear en un
recipiente y los compuestos son arrastrados por aireacion y capturados en un
adsorbente, este adsorbente es purgado con un gas inerte (para remover agua,
principalmente) y desadsorbido por calentamiento directamente a un CG (Malo y
Rojas, 2012).

2.8.2. Métodos de muestreo de compuestos voléatiles de manera estatica
Esta técnica consiste poner la muestra dentro de una cadmara, en donde el aire

que rodea tal muestra es estatico y los volatiles emitidos son atrapados en un
adsorbente especifico para su posterior inyeccion directamente al CG para el

analisis (Malo y Rojas, 2012).

En la actualidad, existe un equipo que puede ser llevado a condiciones naturales y

permite repetir los analisis en intervalos cortos, ademas recoge y separa los
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volatiles, que es conocido como “zNose”; éste ha sido utilizado para analisis en
alimentos, aceites vegetales y compuestos volatiles resultando bastante eficiente
(Lammertyn et al., 2004; Watkins y Wijesundera 2006).

Otra técnica que ha sido empleada consistentemente en afios recientes es la
microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas en inglés), la cual fue
propuesta por primera vez en 1990 por Arthur y Pawliszyn y fue desarrollada en la
Universidad de Waterloo en Ontario, Canada (Arthur et al., 1992). Desde
entonces, esta técnica ha experimentado un rapido desarrollo debido a sus
caracteristicas sobresalientes en comparacion con otros métodos. La SPME es
una técnica rapida y sensible, ya que integra el muestreo y aislamiento en un solo
paso, por lo que simplifica la preparacion de muestras, por tanto, existe una
reduccion de pérdida de analitos (Xu et al., 2013). Consiste de una jeringa de
gases modificada, la cual contiene una fibra de silica fundida de 1 cm, cubierta con
un determinado polimero, el cual a su vez estd adherido a una pequefa barra de
acero inoxidable e instalado en el émbolo de una jeringa de gases; la jeringa de la
fibora es previamente acondicionada a 150°C, haciéndole pasar un flujo de
nitrogeno. Posteriormente, la fibra es introducida a través de un septo en el
recipiente que contiene la muestra para capturar los volatiles durante un periodo
de tiempo que puede variar dependiendo de varios factores tales como el tipo de
fibra, la concentracion de voléatiles y la temperatura de muestreo, entre otros.
Después del muestreo, la fibra es colocada directamente en el inyector del
cromatografo, en donde los compuestos son desadsorbidos térmicamente (Malo y
Rojas, 2012). Esta técnica ha sido utilizada con resultados alentadores para la
identificacion de feromonas de agregacion de los melolontidos Scapanes australis
(Boisduval) y Strategus aloeus (L.) (Rochat et al., 2000), para la identificacion de
componentes del atrayente sexual de P. obsoleta (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010)
y para la identificacion de volatiles de plantas (Garcia y Vargas, 2010; Zhang et al.,
2012; Pino, 2013; Wei et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION
En la actualidad, es comun el uso de plaguicidas vy fertilizantes para el control de

plagas; sin embargo, estas sustancias pueden aparecer en los productos
alimentarios inclusive después de la ingesta y permanecer en la biota circundante
al cultivo, en las personas y en el ambiente fisico (Contreras, 2011). Una opcion a
este problema es el uso de infoquimicos, por lo que este trabajo pretende proveer
informacion acerca de las relaciones planta-insecto, encaminado concretamente a
la comunicacion quimica de M. nigripes. Se propone el estandarizar los
bioensayos en olfatdmetro que permitan determinar la preferencia de hembras y
machos adultos de M. nigripes hacia especies vegetales que son consideradas
como hospederas de estos insectos. Asimismo, se plantea la estandarizacion de la
técnica de extraccién de volatiles de fruto y hojas de algunas de las plantas
empleadas en los bioensayos, por SPME, complementandolo con el analisis de

dichos volatiles por CG-EM.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son los primeros en su tipo y
brindaran elementos clave para el estudio de la comunicacién quimica, del grupo
Melolonthidae, sentando las bases para la generacion de ideas encaminadas al
establecimiento de estrategias de manejo de ésta y otras especies a través del
uso de VP y otros atrayentes quimicos (sexuales o de agregacion) sintetizados.
De esta forma, podran aprovecharse estos recursos naturales que son inocuos

para el ambiente, la biota y para la salud humana.

4. HIPOTESIS

Los adultos de M. nigripes presentan respuestas positivas hacia las potenciales
plantas hospederas (maiz, azumiate y pifia), siendo tales respuestas similares en

hembras y machos.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Complementar la informacion sobre la comunicacion quimica de los meloléntidos,

con la estandarizacion de un olfatdbmetro para la realizacion de bioensayos con
adultos de M. nigripes y plantas, asi como de la técnica de SPME para la

obtencion de volatiles de estas especies vegetales.

5.2. Objetivos particulares
1. Construir un olfatbmetro que permita llevar a cabo bioensayos activos y

pasivos con hembras y machos adultos de M. nigripes, empleando hojas de

azumiate y maiz, ademas del fruto de pifia.

2. Analizar mediante CG-EM los volétiles de las hojas de azumiate y del fruto de

pifia extraidos por SPME.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencién de modelo biolégico y de estimulos
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). Las
colectas se efectuaron 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. 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 Mordn (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, se utilizaron las hojas con 5 dias de aparicién para los

bioensayos. En el caso del “azumiate” (Baccharis salicifolia, Asteraceae), se
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colectaron tallos con hojas de arbustos de la localidad (en donde se observaron
previamente adultos de M. nigripes mordiéndolas o utilizandolas como area de
sostén para efectuar la cépula) y se trasladaron al laboratorio. Asimismo, se
consiguio una pifia criolla comercial, la cual se mantuvo en el laboratorio durante 8
dias. Se utilizaron trozos de pulpa, la cual resulta un atrayente natural para

melolontidos de acuerdo a lo citado por Camino-Lavin et al. (1996).

Octil butirato. Se empled octil butirato (SIGMA-ALDRICH®) como control, con
base en reportes previos donde se probo, se le considera como parte de una
mezcla atrayente para especies de Macrodactylus (Williams y Miller, 1982;
Williams et al., 1990; Cibrian et al., 1990; Arredondo-Bernal et al., 1995).

6.2. Fabricacion y estandarizacion del olfatbmetro con bioensayos activos y
pasivos
Con base en la propuesta de Ranijith (2007), se construyé un olfatobmetro de

acrilico, conformado por una camara principal central en forma rectangular (20 x
20 cm de base y 30 cm de altura) con tapa en la parte superior. Cada una de las
caras esta unida a un brazo rectangular del mismo material (5 x 5 cm de ancho y
50 cm de largo) colocado a una altura de 1 cm sobre la superficie. Cada brazo
consta de un compartimento en su extremo terminal para colocar los estimulos y

un ventilador para simular un flujo de viento constante (Figura 2).
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Figura 2. Olfatdbmetro de cuatro vias de Ranjith (2007), con el cual se inici6 su
estandarizacion con bioensayos activos preliminares.

Los bioensayos se llevaron a cabo en condiciones controladas de temperatura (24
+ 2 °C), humedad (65 % = 5 °C) e iluminacion (60 W), entre las 11:00 y las 14:00
h, con la finalidad de simular las condiciones y horario en que los adultos llevan a
cabo sus actividades alimentarias y sexuales en condiciones naturales. 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 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. Se consideraron bioensayos
activos a los que involucraron el uso de los cuatros brazos del olfatbmetro
complementado con los ventiladores que producen un flujo de aproximadamente
0.05 ml/min (Figura 2). En el caso de los bioensayos pasivos, se prescindi6 de los
brazos y de los ventiladores, empleandose exclusivamente la camara central del

olfatbmetro (pruebas de tres vias). Los estimulos se colocaron en un punto medio
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de cada una de los lados de la camara central del olfatbmetro y los insectos se

ubicaron en el centro de la misma (Figura 3).

Estimulos

AR\

» NP

4
M. nigripes

Figura 3. Olfatbmetro modificado de Ranjith (2007), adaptado para los bioensayos
pasivos.

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?. Se hicieron experimentos con las combinaciones que se muestran
en el Cuadro 1. En todos los experimentos se hicieron 47 repeticiones para cada

sexo. Cada repeticion se hizo con un nuevo individuo.

Experimento Combinaciones de los estimulos
Bioensayos 1 hoja de azumiate - trozo de pifia - octil butirato
pasivos 2 hoja de maiz - trozo de piﬁa_- octil bgtirat(_)
3 extracto de maiz - extracto de pifa - octil butirato
4 extracto de azumiate - extracto de maiz - octil
butirato

Cuadro 1. Combinaciones puestas a prueba en cada experimento con M. nigripes.
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Andlisis estadistico. Con los datos obtenidos de bioensayos se gener6 una base
de datos en Excel y posteriormente fueron analizados mediante Chi Cuadrada con
base en la hipdtesis nula de que las respuestas de M. nigripes serian
proporcionales para cada estimulo (Sigma-Plot 12.0). El analisis de datos de los

volatiles extraidos por SPME, se llevé a cabo con el programa OriginPro 8.

6.3. Extraccién de volatiles de estimulos probados en el olfatémetro
Para la captura de volatiles de algunos de los estimulos utilizados en los

bioensayos, se empled la técnica de SPME, la cual consistié de un holder de tipo
manual y una fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 pm).
Dicha fibra, se colocé en una camara de vidrio de 1 It de capacidad, disefiada y
construida exclusivamente para la SPME (Figura 4).

Dentro de cada cAmara de microextraccion, se colocé un fragmento de 1 cm? de
cada uno de los estimulos (pulpa de pifia y hoja de azumiate) sobre papel filtro.
Enseguida se introdujo el holder dentro del frasco (Figura 4) y se expuso la fibra
PDMS/DVB durante 60 min, con base en la propuesta de Romero-Lopez y Arzuffi
(2010). Para el analisis cromatografico se utiliz6 un CG modelo 7890B acoplado a
un EM de alta resolucion modelo Agilent 7200-tiempo de vuelo (Q-TOF) (Figura 5),
una columna HP-5MS 5% fenil-metil siloxano, 30m x 250um x 0.25um para las
separaciéon de los compuestos, modo de inyeccion splitless, helio como gas
acarreador de 1.2 ml/min y temperatura del inyector de 250°C. El programa de
calentamiento del horno de la columna fue de 50°C durante 5 min, seguido de un
calentamiento hasta 300°C a una velocidad de 10°C/min. En el detector de masas
se utilizé la ionizacién quimica con metano para la produccién de iones de los
analitos. La inyeccion se hizo colocando la fibra en el puerto de inyeccion y

exponiéndola para la desorcion térmica de los volatiles.

Posteriormente, se asignaron las masas a los picos cromatograficos para hacer la
identificacion de los compuestos. Con base en estructuras quimicas propuestas
obtenidas de diversas fuentes bibliograficas (pherobase y articulos especializados

relacionados con el tema), se calculd la masa exacta de los compuestos
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detectados y la diferencia de masa/carga con la siguiente ecuacion: Am/z= (masa
experimental-masa calculada)*10®/masa calculada. Se tomé como criterio que las
estructuras propuestas tuvieran menos de 6 ppm de diferencia de masa/carga con
la masa experimental. Finalmente, se efectué una busqueda bibliografica de los
compuestos finales para determinar si ya habian sido reportados previamente

como productos naturales, ya sea como feromonas o como VP.

Figura 4. Dispositivo de SPME mostrando la exposicion de la fibora de PDMS/DVB para la
captura de los volatiles.
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Figura 5. Cromatégrafo modelo 7890B acoplado a un espectrometro de masas 7200-
tiempo de vuelo (Q-TOF), utilizado en el presente estudio para la identificacién de volatiles
extraidos de azumiate y pifia. Cortesia: Laboratorio de Adsorcion y Cromatografia,
ICUAP.

7. RESULTADOS

7.1. 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
(n=47).

7.2. Bioensayos pasivos con estimulos “fisicos” y con extractos
Como se refleja en la Figura 6, hembras y machos de M. nigripes muestran

respuestas positivas estadisticamente significativas (p< 0.05) a las hojas de
azumiate y de maiz, asi como a la pulpa de pifia, con respecto al control. Se
observa una mayor tendencia a las hojas de maiz sobre el azumiate e incluso

sobre la pulpa de pifia.
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Figura 6. Porcentaje de respuestas de hembras y machos de M. nigripes a los estimulos
“fisicos”. El asterisco (*) indica respuesta significativa (p< 0.05) con respecto al control. El
porcentaje total (100 %) se complementa con respuestas diversas por parte de los
adultos. Chi-cuadrada; n= 47 por cada sexo.

En la Figura 7 se muestra que sélo los machos de M. nigripes presentaron
respuestas positivas estadisticamente significativas (p< 0.05) hacia las hojas de
azumiate, maiz y trozos de pifia, con relacién al control. En general, no se
detectaron diferencias en las respuestas entre estimulos ni entre sexos, excepto al
momento de comparar las respuestas de hembras y machos para el caso de

azumiate en donde se vio una diferencia significativa entre ambos sexos.
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Figura 7. Porcentaje de respuestas de hembras y machos de M. nigripes a los estimulos
como extractos. El asterisco (*) indica respuesta significativa (p< 0.05) con respecto al
control. El signo de mas (+) indica diferencia significativa en la respuesta entre sexos. El
porcentaje total (100 %) se complementa con respuestas diversas por parte de los
adultos. Chi-cuadrada; n= 47 por cada sexo.

7.3. Extraccién de volatiles y analisis cromatogréafico

7.3.1 Volatiles de hojas de azumiate
Se extrajeron por SPME y se detectaron por CG-EM quince picos cromatograficos

representativos, de los cuales, diez pudieron relacionarse con estructuras de
compuestos (Figura 8). Esto fue el resultado de diez repeticiones (n=10) Puede
observarse que los picos 1, 9 y 10 resultaron ser los mas abundantes, seguido de
los picos 5, 6 y 11 y finalmente los picos minoritarios 2, 3, 4, 7 y 8. Los picos
marcados como bl, b2, b3 y b4 se encontraron en el blanco, por lo tanto no se

identificaron.
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En el Cuadro 2 se enlistan los compuestos extraidos de las hojas de azumiate,
con los nombres de acuerdo a la International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC).
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Figura 8. Cromatograma representativo de los picos detectados por SPME para volatiles
de azumiate. Picos etiquetados como bl, b2, b3 y b4, se presentan en el cromatograma
del blanco (n=10).

7.3.2. Volatiles de fragmentos de pifia
Se detectaron veinte picos cromatograficos representativos como resultado de

diez repeticiones (n=10) (Figura 9), de los cuales quince pudieron relacionarse con
estructuras de compuestos. De todos éstos, destacan los picos 6, 9 y 12 como los
mas abundantes, seguido de los picos 14 y 16 y finalmente los picos minoritarios
fueronl, 2, 3,4,5,7,8,10, 11, 12,13, 15, 17,18y 19.
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En el Cuadro 3 se enlistan los compuestos extraidos de la pulpa de la pifia, con

los nombres de acuerdo a la IUPAC.
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Figura 9. Cromatograma representativo de los picos detectados por SPME en fragmentos
de pifia. Pico etiguetado como bl se presenta en el cromatograma del blanco.
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Cuadro 2. Listado de compuestos extraidos de hojas de azumiate por SPME e identificados por CG-EM.

NP | TR Estructuras Nomenclatura [IUPAC Formula No. CAS Referencias Especie
[min] propuestas condensada vegetal
1 |8.06 4,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]hept- | CioH16 80-56-8 Identificado B. salicifolia
3-eno por estandar
2 [8.12 6,6-dimetil-4- CioHis 127-91-3 Identificado B. salicifolia
metilidenobiciclo[3.1.1]heptano por estandar
3 |8.58
1,2,3-trimetilbenceno CoH1o 526-73-8 Ozek et al., Artemisia
2014 feddei
/(ji 1,2,4-trimetilbenceno 05636 Géren et al., Tanacetum
e 2001 spp.
/@\ 1,3,5-trimetilbenceno 108-67-8 Verninetal.,, | A. herba alba
1995
H,C
H3C>_® cumeno 98-82-8 Xavier etal., | B. dentata
2011
4 1959 " — feniimetanol C/HsO 100-51-6 | Identificado
\ / por estandar
5 11.99 2-fenil-propenal CyHgO 4432-63-7 | Saucier et al., | Cyanara
2014 scolymus

{
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6 15.32 ECHs etilidenociclohexano CgHus
7 15.42 CHs (1S,4R)-1,6-dimetil-4-propan- CisH2» Malizia et al., | B. salicifolia
2-il-1,2,3,4-tetrahidronaftaleno 2005
Loayza et al., | B. salicifolia
o 1995
H:C” CH, Muselli et al., | Achillea
2009 ligustica
Ozel et al., Sideritis
3 2015 congesta
15.60 Baser et al., Iris spp.
2014
9 |16.03 Masa= 95.0856 compuesto no identificado
10 | 16.82 trimetilindan CioH1s Ahmadi et al., | Hymenocrater
2010. longiflorus
\/ 1.1 4-trimetilindan Taran et al., Hymenocrater
| 1,1,5-trimetilindan 2013 longiflorus
7 1,1,6-trimetilindan
1-(2-metil-2-propil)-4-
< > < vinilbenceno
7\ ciclohexilbenceno 827-52-1 | Pengetal, | llicium verum
2015
11 | 19.04 estireno CsHs 100-42-5 Oomah et al., | Vicia faba
2013
“ Yener et al., Camellia
2016 sinensis

NP= Numero de Pico; TR= Tiempo de Retencion; No. CAS=Numero de registro CAS (Chemical Abstracts Service).
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Cuadro 3. Listado de compuestos extraidos de fraamentos de pifia por SPME e identificados por CG-EM.

NP | TR [min] Estructuras Nomenclatura [IUPAC Formula No. CAS | Referencias Especie
propuestas condensada vegetal
A ° 2-metilbutanoato de metilo | CgH120- 868-57-5 | Wei et al., 2014 | Ananas
COMOSUS
1 | 451
o 2-metilpropanoato de etilo 97-62-1 | Pino, 2013
2 | 512 /\OJ\(
butanoato de etilo 105-54-4 | Pino, 2013
(0]
/\OM
3 |6.51 )\A jk acetato de 3-metilbutilo C7H140; 123-92-2 | Pino, 2013 A. comosus
(@)
° |84 H\/OY acetato de 2-metilbutilo 624-41-9 | Pino, 2013
(@]
o]
OJJ\AA hexanoato de metilo 106-70-7 | Garciay
| Vargas, 2010
— y—o pentanoato de etilo 539-82-2 | Zhang et al.,
JN_ 2012
4 |7.02 1,2-dimetilbenceno CgHio 95-47-6 Borg-Karlson et | Ophrys
al., 1987 insectifera
5 |7.22 Masa= 71.0851 compuesto no identificado
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7 |8.72 )"J’W\ hex-5-enoato de metilo C7H120, 2396-80- | Montero- A. comosus
. N 7 Calderon et al.,
| 2010
[e]
18 | 13.81 N butil prop-2-enoato 141-32-2 | zhy et al., 1983 Hedych?um
‘ coronarium
8 |9.73 - fenol CeHeO 108-95-2 | Skubatz et al., Sauromatum
HO \ / 1996 guttatum
9 [10.13 O heptanoato de metilo CsH160> 106-73-0 | Zhang et al., A. comosus
)JW 2012
T
0
M . Montero-
N\ hexanoato de etilo 123-66-0 Calderén et al.,
2010
10 | 10.32 i (E)-hex-3-enoato de etilo CgH140, 2396-83- | Zhang et al., A. comosus
N JW\\ 0 2012
1110.40 Masa= 146.9759 compuesto no identificado
12 | 10.66 Masa= 103.0208 compuestos no
14 1 12.09 identificados
13 | 12.01 o acido 2-fenilacético CgHsO, 103-82-2 | Erhardt Leontopodium
Andreas, 1993 alpinum
HO
15 | 12.35 / \ 2-butilfurano CsgH120 4466-24- | Hadacek y Sauromatum
4 Weber, 2002 guttatum
(0]
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16 | 12.50 0 octanoato de metilo CgoH150; 111-11-5 | Garciay A. comosus
M Vargas, 2010
0
M heptanoato de etilo 106-30-9 | zhang et al.,
N 2012
17 | 13.69 octanoato de etilo C10H2002 106-32-1 | Pino, 2013 A. comosus
AAAA
19 | 1541 6,6-dimetil-4-metilideno C10H140 30460- Shawl et al., Achillea
biciclo[3.1.1]heptan-3-ona 92-5 2002 millefolium
3-(4-metilpent-3-
enil)furano 539-52-6 | Grison-Pigé et Ficus carica

al., 2001

NP= Numero de Pico; TR= Tiempo de Retencién; No. CAS=Numero de registro CAS (Chemical Abstracts Service).




8. DISCUSION

8.1. Bioensayos activos con olfatometro
Aunque existen algunos antecedentes sobre las interacciones planta-

melolontido que destacan el interés de probar en campo los volatiles florales
ante adultos de las subfamilias Rutelinae y Cetoniinae (Donaldson et al., 1990)
y volatiles de plantas hospederas ante adultos de Melolonthinae (Ruther et al.,
2002), la informacion es practicamente nula en cuanto a bioensayos en
laboratorio, restringiéndose a estudios con “cetoninos” y olfatdmetros en forma
de “Y” equipados con ventiladores generadores del flujo de viento (Peter y
Johnson, 2013). El uso de olfatbmetros 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 vy
comportamiento propio de los modelos de estudio (principalmente “voladores” o
“‘caminadores”); segun Opp y Prokopy (1963), el tratar de estimular a los
insectos para volar contra el viento puede ser inapropiado. Ademas de lo ya
mencionado, es posible que en los bioensayos activos realizados la longitud de
los brazos del olfatbmetro o la intensidad del flujo de viento resulté
contraproducente para la actividad de M. nigripes, pues predominé la

inmovilidad o desplazamiento azaroso a lo largo de los experimentos.

8.2. Bioensayos pasivos con estimulos “fisicos” y con extractos
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 llevado a
cabo observaciones en campo que evidencian que ambas plantas son elegidas
por adultos de esta especie y de Macrodactylus mexicanus (Burmeister), a la
fecha no se habian llevado a cabo bioensayos de preferencia y/o eleccion.
Tanto hembras como machos mostraron respuestas positivas significativas a
los estimulos puestos a prueba. En la naturaleza, hembras y machos de M.

nigripes y M. mexicanus se dirigen con la misma frecuencia hacia las hojas de
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maiz y azumiate, para llevar a cabo la mayor parte de sus actividades
biolégicas basicas.

Tanto hembras como machos de M. nigripes presentaron, respuestas muy
parecidas en estimulos “fisicos” y con extractos. Lo anterior es probablemente
una fortaleza del disefio experimental, ya que aunque los resultados obtenidos
en los bioensayos con las hojas (“fisicos”) podrian atribuirse a una atraccién de
tipo visual, como han sugerido previamente Ladd y Klein (1986), con los
extractos de azumiate, maiz y pifia, se han obtenido evidencias de que los
estimulos quimicos participan en cierta medida en los eventos de atraccion de
Macrodactylus.

Mencion aparte para el octil butirato, compuesto considerado como un control
en ambos tipos de bioensayos, que se eligié por ser un componente de una
mezcla de compuestos que resultan atractivos para adultos de Macrodactylus
(Arredondo-Bernal et al., 1995; Williams et al., 2000). Para fines del disefio
experimental, se concibié que el octil butirato se considerara como un control
negativo, incluso sobre el hexano, disolvente utilizado cotidianamente como
control en bioensayos de este tipo (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010). Esto porque
se pretendia contrastar si el octil butirato provocaba atraccién utilizandose de
forma individual. La nula respuesta de los adultos de M. nigripes hacia este
compuesto puede explicarse por el hecho de que hay otras sustancias que
conforman a una planta que sin tener efecto atrayente en forma individual,
estan implicadas en potenciar la accién de los demés componentes (Jermy,
1966; Meisner y Ascher, 1972; Rodriguez, 2004). Por ello, se necesita una
mezcla de varios compuestos para atraer a los insectos como ya se habia
reportado anteriormente en otros trabajos en coledpteros, en los que se ha
utilizado los compuestos como tal o las partes de las plantas puestas a prueba
(Leal et al., 1994; Marin y Céspedes, 2007; Hitchner et al., 2008; Gruber et al.,
2009). No obstante, es pertinente reconocer que a pesar de que en estudios
previos con meloléntidos de P. obsoleta y en bioensayos preliminares se
habian empleado 0.01 ml para impregnar al papel filtro, tal vez en adultos de M.
nigripes pudo haberse provocado una saturacion en el ambiente y por ende,
también los quimiorreceptores que estan involucrados en la captacion de

infoquimicos en estos insectos (Martinez-Bonilla et al., 2015).
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Lo observado en los bioensayos con M. nigripes en donde los componentes de
la pifia son atractivos para hembras y machos de esta especie concuerda con
lo reportado por Camino-Lavin et al., (1996), asi entonces M. nigripes se
agrega a esta lista de melolontidos atraidos por la pifia y estos datos podrian
utilizarse en conjunto con otros compuestos para atraer otras especies de la

familia Melolonthidae.

Estrictamente hablando, habrd 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.
En cuanto a la pertinencia de realizar bioensayos de tipo pasivo, se sugiere
darle continuidad en proximos bioensayos, ya que existen reportes que sefalan
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).

8.3. Eleccion del tipo de olfatdmetro y de estimulos para bioensayos
La eleccion de una planta hospedera por parte de los insectos es un fenbmeno

complejo que normalmente se rige por varios factores fisicos tales como el tipo
de hoja y espesor de la planta (Ahmad, 1983, Bernays y Chapman 1994). Sin
embargo, hay VP presentes en las hojas, conocidos como sefiales informativas
gue son explotadas por los insectos para reconocer sus plantas huésped
(Visser, 1986). Por lo que, los bioensayos son el método basico para evaluar la
actividad biolégica de los estimulos quimicos y visuales durante el hallazgo de
una planta hospedera (Finch, 1978) y uno de ellos es por medio de
olfatbmetros. Se recomienda que antes de la construccion de un olfatometro se
efectle una revision previa de trabajos anteriores o visitar laboratorios en los
que se haga este tipo de investigaciones (Finch, 1986). Para el presente
trabajo no se contd con informacion directa sobre algun representante de
Macrodactylus, asi que se tomaron como referencia los trabajos previos sobre

olfatbmetros disefiados para especies de otros géneros de melolontidos, tanto
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para adultos como para larvas. Shorey (1970), menciona que el disefio de
bioensayos es complicado debido a que se debe tomar en cuenta la
normalizacion de condiciones fisicas (temperatura, humedad, luz, etc.) asi
como la biologia del insecto puesto a prueba. Por las caracteristicas fisicas
(tamafio, forma) y comportamentales (habitos, forma de desplazamiento) de los
adultos de M. nigripes, ademas de las ventajas de portabilidad, mantenimiento,
transporte y versatilidad, se considero la fabricacion de un olfatbmetro basado
en el modelo propuesto por Ranjith (2007) el cual fue efectivo para la
realizacion de bioensayos activos y pasivos con M. nigripes.

Ademas, que tales bioensayos se hicieran individualmente porque en las
pruebas “piloto” con M. nigripes en “grupo”, se observdé que al parecer la
eleccion de un individuo influenciaba a que los demas se dirigieran al mismo
estimulo, esto aunado a que la acumulacion de pruebas de laboratorio indican
que la experiencia previa puede afectar la eleccién por insectos y los
mecanismos que se encuentran dentro de esta experiencia son: la habituacion,
induccion, sensibilizacién, aprendizaje (Bernays, 1993; Turlings et al., 1993;
Bernays, 1995; Heard, 2000).

8.4. Respuesta diferencial de hembras y machos de M. nigripes hacia los
estimulos probados en los bioensayos
Reinecke et al. (2002) demostraron que los compuestos liberados por hojas

dafadas de Fagus sylvatica (L.) fueron significativamente mas atractivos para
los machos de Me. melolontha con respecto a las hembras, concluyendo que
en esta especie puede presentarse un tipo de dimorfismo sexual en la
respuesta hacia VP, en determinadas condiciones. Lo anterior contrasta con lo
observado con M. nigripes, en donde tanto hembras como machos fueron
atraidos de manera similar hacia los diferentes estimulos, sin detectarse
diferencias estadisticamente significativas entre sexos. Es probable que el
comportamiento de esta especie sea el que se observa en la mayoria de los
insectos, ya que la alimentacion es una funcién vital para los adultos,
cualquiera que sea su sexo. Estd adecuadamente documentado que hembras y
machos necesitan ingerir nutrientes que requieren como fuente de energia para
su actividad diaria (Rodriguez, 2000; Rojas y Malo, 2012). Ademas, la

morfologia de los quimiorreceptores antenales de M. nigripes permite sugerir
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gue los dos sexos son capaces de para captar los volatiles de estas plantas
(Martinez-Bonilla et al., 2015).

8.5. Andlisis cromatografico

8.5.1. Volatiles de hojas de azumiate
B. salicifolia fue el arbusto que se utilizd en este estudio y ésta pertenece a la

misma familia y género que B. conferta, reportada como planta hospedera de
M. nigripes (Arce-Pérez y Morén 2000). Se sabe que plantas de la misma
familia y género comparten de un 45% a 50% de sus compuestos (Bottia et al.,
2007; Vazquez et al., 2007). Por ello la respuesta positiva de M. nigripes por

azumiate.

En efecto, se encontré coincidencia con el calameneno, a-pineno y B-pineno
como compuestos encontrados previamente por Loayza et al. (1995) y Malizia
et al. (2005) en B. salicifolia. Estos dos ultimos compuestos son los terpenos
mas importantes y ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya que ademas
de formar parte del sistema de comunicacion quimica de varios insectos, son
comunmente encontrados en el perfil quimico de muchas plantas, teniendo
como principal funcion la de repeler a insectos fit6fagos, hongos y patdégenos
(Rivas et al., 2012; Sarwar, 2012). Ademas, otro compuesto reportado para
este género es el cumeno el cual fue detectado en Baccharis dentata (Vell.)
(Xavier et al., 2011).

Un compuesto extraido en el azumiate en este trabajo fue el fenilmetanol, el
cual esta documentado en pherobase como atrayente de diversos meloléntidos
(Holotrichia oblita (Faldermann) H. parallela, Maladera orientalis (Motschulsky),
Anomala corpulenta (Motschulsky), A. octiescostata y Popillia guadriguttata
(F.)) (El-Sayed, 2016), sugiriéndonos esto, que podria ser un compuesto

importante para los eventos de atraccion de M. nigripes.

En cuanto a los compuestos mas abundantes encontrados para el analisis del
azumiate, éstos fueron a-pineno y B-pineno, ademas de trimetilindan el cual se

encuentra registrado en plantas de Hymenocrater longiflorus (Benth.,
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Lamiaceae) (Ahmadi et al., 2010; Taran et al., 2013) y el ciclohexilbenceno en

lllicium verum (Hook, llliciaceae) (Peng et al., 2015).

8.5.2. Volatiles de fragmentos de pifia
La mayoria de los compuestos identificados en pifia fueron ésteres, los cuales

forman uno de los grupos mas grandes e importantes que constituyen los
aromas en la naturaleza. En general, se consideran agradables al olfato y esto
coincide con otros trabajos en los que los ésteres representan un porcentaje
alto del total de compuestos extraidos de la pifia (Garcia y Vargas, 2010; Pino,
2013; Wei et al.,, 2014) reportdndose incluso hasta un 90% del total de

compuestos extraidos (Montero-Calderon et al., 2010).

Los compuestos mas abundantes fueron acetato de 3-metilbutilo, acetato de 2-
metilbutilo, pentanoato de etilo, heptanoato de metilo, hexanoato de etilo y
hexanoato de metilo, coincidiendo este Ultimo compuesto con lo encontrado en
los estudios de Montero-Calderon et al. (2010) y Wei et al. (2014).

El acetato de 2-metilbutilo fue identificado en el perfil de los fragmentos de pifia
obtenido con SPME, en nuestro estudio; éste fue reportado por Cha et al.,
(2011) como uno de los componentes dentro de una mezcla de dieciséis

ésteres que atrae a Stelidota germinata (Say).

Los compuestos de mayor relevancia reportados para melolontidos y extraidos
en el presente estudio son acetato de 3-metilbutilo, el cual ya habia sido
descrito dentro de los atrayentes para adultos de de Pachnoda marginata
(Drury) (Stensmyr et al., 2001). De la misma forma, el fenol y el 2-
metilbutanoato de metilo estan reportados en pherobase como atrayentes de
Cyclocephala insulicola (Arrow) y Cyclocephala literata (Burmeister)

respectivamente (El-Sayed, 2016).

Los compuestos de bajo peso molecular tales como los alcoholes, aldehidos y
ésteres parecen tener propiedades atractivas para fitéfagos, lo cual se ha
documentado para los principales productos quimicos de varias frutas y flores
considerados o percibidos con olor dulce (Johnson et al., 2013). Tal vez esto
podria ser la principal razén de atraccion de meloléntidos hacia la pulpa de

pifa.
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Ya hay bastantes trabajos documentados acerca de como es que intervienen

los infoquimicos en diversas interacciones, siendo estos “modificadores del

comportamiento” (Romero-Frias, 2015) y por tanto, a partir de los compuestos

propuestos en este trabajo, queda abierta la posibilidad de probarlos

individualmente, concretar resultados y a partir de ellos formular una propuesta

gue contribuya al manejo de M. nigripes.

9. CONCLUSIONES

1.

Las hojas de azumiate y de maiz, asi como la pulpa de pifia, en ambas
modalidades (“fisicos” y extractos), resultaron atractivas para hembras y
machos de M. nigripes.

El olfatbmetro empleado en el presente estudio resulté adecuado para
pruebas de comunicacion quimica de integrantes de M. nigripes. En
préximos estudios, se recomienda complementar el disefio del equipo
con aditamentos que permitan descartar la influencia de estimulos
visuales.

Los bioensayos del tipo pasivo permiten recabar informacion acerca de
la respuesta olfativa de M. nigripes. Se sugiere la realizacion de
bioensayos en los cuales se consideren variables como el estado de
madurez de los estimulos, asi como diferentes concentraciones de cada
uno, incluyendo el control.

En la pulpa de pifia, la lista de compuestos extraidos se conformé en su
mayoria por ésteres, destacandose como mas abundantes el acetato de
3-metilbutilo, acetato de 2-metilbutilo, hexanoato de metilo y heptanoato
de metilo.

Algunos de los compuestos mas abundantes extraidos en las hojas de
azumiate como a-pineno, trimetilindan y ciclohexilbenzeno, podrian estar
implicados en la atraccion de M. nigripes.

Se recomienda la extraccion por SPME vy el analisis cromatogréafico de
los volétiles de hojas de maiz, asi como la realizacion de bioensayos con
los compuestos mas abundantes identificados en éstas y asi

complementarse con los datos obtenidos de azumiate y pifia.
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