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Resumen

El sistema olfativo de los machos de Macrodactylus nigripes (Bates) esta constituido
por los “cuerpos de seta” (CS), los cuales, son un par de estructuras lobuladas que
flanquean al protocerebro medio y a los l6bulos olfativos (LO). Todas estas
estructuras se ubican en la region central del cerebro del insecto. Los CS, a su vez,
estan formados por las células de Kenyon, el célix y el pedunculo. Se observaron
también los nervios antenales y los nervios épticos en las zonas correspondientes
a las antenas y 0jos compuestos, respectivamente. En torno a estos resultados, se
registraron las respuestas olfativas de otros machos de esta especie a diferentes
estimulos quimicos (extractos de la camara genital de las hembras y hexano como
control). Por medio de un equipo electrofisiolégico, se obtuvieron respuestas
positivas por parte de los machos, principalmente hacia el extracto de camaras
genitales. Se realiz6 un estudio comparativo de las antenas de adultos de M.
nigripes y Macrodactylus mexicanus (Burmeister), en la busqueda de dimorfismo
sexual a este nivel. Se observaron diferencias estadisticas significativas en el
tamafo del cuerpo de los adultos hembras y machos de ambas especies, asi como
en lalongitud del flagelo y maza antenal. Se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas de ambos sexos de M. mexicanus para la longitud de las lamelas distal
(LD), media (LM) y proximal (LP). En el caso del ancho de las LM y LP, éstas
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre hembras y machos de
esta especie.

Se encontraron diferencias significativas en M. nigripes para la longitud de las LM y
LP, siendo mayor la longitud de las lamelas en los machos. M. mexicanus presento
diferencias significativas en las LD, LM y LP, siendo mayor la longitud de éstas en
machos.

Las hembras de M. nigripes presentaron la mayor longitud de las lamelas en
contraste con las de M. mexicanus, y se obtuvieron diferenciias significativas
estadisticamente en las LD y LM. Los machos

Para el ancho de las lamelas de M. nigripes, se obtuvieron diferencias
estadisticamente siginificativas para las tres lamelas, siendo mayor el ancho de
éstas en los machos de esta especie. Se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en la LD en la comparacion del ancho de las lamelas de machos.
Asimismo, se encontraron diferencias significativas con las medidas del area de las
LD y LP entre hembras y machos de M. nigripes, asi como en las LM y LP entre
ambos sexos de M. mexicanus. En lo referente a la morfologia externa de los
guimiorreceptores antenales, se identificaron cuatro tipos basicos en la cara interna
y externa de las lamelas de ambas especies y de ambos sexos: Placoideos (PLAS),
basiconicos (BAS), auricilicos (AUS) y celocénicos (COS), ademas de
mecanorreceptores quéticos (CHS) y tricoideos (TRS) en la periferia de todas las
lamelas. Los PLAS fueron los mas numerosos y con una distribucion mas
homogénea, y tuvieron diferencias muy significativas en ambas caras de las lamelas
de M. nigripes y M. mexicanus.



1. INTRODUCCION

Los escarabajos de la familia Melolonthidae, conocidos coloquialmente como
“‘melolontidos”, “mayates”, “escarabajos de mayo”, “sanjuaneros” o “escarabajos de
junio”, son un grupo de insectos que son considerados como plagas de importancia
econdmica, sobre todo en su etapa larvaria (“gallinas ciegas”) donde se alimentan
de diversos cultivos de importancia economica (Arce y Morén, 2000). Dentro de este
grupo estan incluidos los integrantes del género Macrodactylus, para los cuales se
han buscado alternativas en torno al manejo de las especies consideradas como
plagas, con el uso de insecticidas. Sin embargo, no se ha obtenido una solucién
definitiva a este problemay se ha recurrido a alternativas, como el manejo etoldgico
basado en infoquimicos (Romero-Lopez, 2012). Para estar en condiciones de
concretar un manejo de este tipo, es indispensable contar con informacién del
esquema de comunicacion quimica sexual (Romero-Lopez et al., 2010a) de las
especies implicadas en las afectaciones de los cultivos agricolas. Uno de los
elementos de dicho esquema que puede brindar incluso informacién sobre
cuestiones taxondémicas Y filogenéticas, es el de las estructuras de recepcion, las
cuales en este grupo de insectos se concentran en los conocidos como sensilas o
receptores antenales (Leal, 1998; Romero-Lopez et al., 2010a). Por ello, en el
presente estudio se considera importante el obtener informacién sobre la anatomia
del sistema olfativo de un meloléntido, tomando como modelo a un adulto del género
Macrodactylus, asi como realizar pruebas de electrofisiologia con el fin de obtener
resultados que muestren las respuestas olfativas a estimulos quimicos. A partir de
ello, la morfologia de dichas estructuras y en particular, el interés se centra en
ofrecer informacién béasica sobre los diferentes tipos, distribucion lamelar y nUmero
de los quimiorreceptores ubicados en las lamelas de hembras y machos de

Macrodactylus nigripes (Bates) y Macrodactylus mexicanus (Burmeister).

2. ANTECEDENTES



2.1. Generalidades sobre los coledpteros Melolonthidae

De acuerdo a Moron et al. (2014), la familia Melolonthidae comprende un nimero
considerable de coledpteros (conocidos como “meloldntidos”) de formas, tamafios
y habitos variados. En general, los integrantes de este grupo presentan antenas
formadas por ocho a diez artejos, de los cuales tres a siete corresponden a la maza
antenal; El cantus ocular siempre presente; Abdomen con seis esternitos visibles y
siete pares de orificios respiratorios, tres o cuatro en las regiones pleurales, dos o
tres en los extremos esternales y uno en la region tergal;, Placa pigidial
completamente expuesta o cubierta en parte por los élitros; Los parameros genitales
masculinos bilobulados o fusionados; Dimorfismo sexual diverso, desde muy
acentuado hasta poco perceptible; Coloracién diversa, de origen quimico,
fisicoquimico o fisico; Las larvas son escarabeiformes con antenas formadas por 4
artejos alargados; Epifaringe asimétrica; Maxila con galea y lacinia fusionadas.
Placas respiratorias con muchas oquedades o cribiformes; Patas posteriores largas;
Pupa exarata y adéctica; Abdomen con nueve segmentos, cuatro pares de orificios
respiratorios funcionales anulares y cuatro pares rosetiformes atrofiados, en
ocasiones con drganos dioneiformes y urogomorphi (Moron et al., 2014). El tamafio
corporal es variable; los adultos tienen una longitud total de 3 a 130 mm, mientras
que la anchura méxima de los élitros es de 1.8 a 51 mm y la expansion alar entre 8
y 230 mm. La longitud dorsal es de 12 a 225 mm y la anchura del abdomen de 2 a
40 mm.

Los meloléntidos estan presentes en todos los habitats continentales, insulares y
algunos lénticos, excepto en ambientes con hielos perennes. Se encuentran desde
el edafén hasta el dosel; los adultos se alimentan con hojas, flores, tallos, frutos,
polen, néctar, savia, corteza y detritus vegetal, rara vez depredan adultos o
inmaduros de coledpteros, homdépteros o formicidos. Las larvas consumen raices,
humus o xilema. Varias especies se asocian con nidos de termitas y hormigas y
madrigueras de roedores (Morén et al.,, 1997; Mor6n et al., 2014). Se trata de
insectos holometabolos, con huevo, tres estadios larvales, pupa y adulto. El ciclo de
vida es usualmente anual, bianual o trianual (Deloya y Moron, 1994; Moron et al.,
2014).



Con respecto a la ecologia y comportamiento de estos insectos, el interés se ha
centrado recientemente en aspectos de su comportamiento precopulatorio,
principalmente la fase relacionada con la participacion de sustancias quimicas. De
ahi surge el término “comunicacion quimica sexual’, el cual se refiere a la fase del
comportamiento precopulatorio que se encuentra mediado por infoquimicos
(atrayentes o feromonas sexuales) producidas y liberadas por las hembras, la
recepcion de éstas por parte de los machos vy el acercamiento fisico de la pareja,
previo a la copula (Romero-Lopez et al., 2010a). A la fecha, los reportes acerca de
esto predominan para integrantes del género Phyllophaga (Romero-L6pez 2012;
Romero-Lopez y Morén, 2013), aunque ya hay algunos datos preliminares para
integrantes del género Macrodactylus en aspectos de la composicidon de sus
atrayentes sexuales (Romero-Lépez et al., datos no publicados) y sobre el potencial
sitio productor de éstos (Benitez-Herrera et al., 2015).

2.2. Generalidades del género Macrodactylus

El género Macrodactylus esta integrado por los conocidos como “alfileriilos” o “rose
chafers” (en lengua inglesa) en su estado adulto y “gallinas ciegas” en su etapa
larvaria. Estos insectos forman parte de la subfamilia Melolonthinae e integran el
género mas representativo de la tribu Macrodactylini en Norte y Centroamérica. Se
diferencia de los géneros Isonichus y Ceraspis (cercanos filogenéticamente) por su
cuerpo alargado, largo y esbelto, de 7.0 a 13 mm de largo por 2 a 4.5 mm de anchura
humeral, largas y delgadas patas que dan nombre al género (Arce-Pérez y Morén,
2000). Los adultos de Macrodactylus son de tamafio pequefio (8 a 13 mm), de
colores variados y cubiertos de pelos dispuestos uniformemente o formando lineas
regulares sobre los élitros. Presentan cabeza alargada, ovalada, plana; clipeo
apenas rebordeado, poco estrecho y redondeado; o0jos pequefios, poco convexos
muy distantes del protérax; antenas de nueve segmentos, el tercero , cuarto y quinto
alargados , casi iguales, el sexto muy pequefio; Protdrax mas largo que ancho,
fuerte y anguloso en los lados; Escutelo bastante grande, redondeado atras; Elitros
mas anchos que el protérax en su base, planos, alargados y estrechos adelante y

atras; Patas muy largas y delgadas; coxas intermedias distantes; tibias anteriores
4



distantes; tibias anteriores bidentadas en la punta, alargadas; las cuatro posteriores
con espinas; tarsos delgados, ciliados, los cuatro posteriores muy largos, las uias
largas y hendidas en la punta. El quinto segmento abdominal no es més largo que
los precedentes y el sexto es mas pequefio (Mordn, 1995; Mordn et al., 1997). Los
miembros de este género presentan un marcado dimorfismo sexual a nivel corporal.
El caracter mas comun es la forma del abdomen, mientras que en las hembras es
ancho, muy convexo y voluminoso, con pequefias sedas dispersas o acumuladas
en la parte central, en los machos es estrecho y coéncavo en una vista lateral, con
hileras oblicuas de sedas espiniformes cortas o largas a cada lado de la linea media
de los esternitos 1I-V. La placa pigidial permite diferenciar machos y hembras; en los
primeros siempre es larga, oval y subtriangular, mientras que en las hembras es
mas corta, ancha y triangular, en ocasiones abovedada y fuertemente proyectada
(Arce-Pérez y Moron, 2000) (Figura 1).

El tiempo de apareamiento del estado adulto depende del final de las lluvias y del
comienzo de la floracién de cultivares. En forma general los adultos se empiezan a
observar a partir del mes de abiril, registrandose las mas altas poblaciones en los
meses de mayo Yy junio (Arce-Pérez y Mordn, 2000). Los integrantes del género
Macrodactylus presentan una generacion al afio y el tiempo de oviposicion hasta el
estado adulto es de mas o menos 295 a 310 dias. La hembra deposita sus huevos
en el suelo alrededor de las raices de las plantas. Los huevos tienen un periodo de
incubacion de 13 a 15 dias, luego nacen pequefias larvas blancas del tipo
escarabeiforme de aproximadamente 2 mm de largo (Arce-Pérez y Morén, 2000).
Se conocen tres estadios larvarios. La pupa es del tipo libre o exarata y dura mas
0 menos 24 dias antes de pasar al estado adulto (Arce-Pérez y Morén, 2000). Todas
las especies del género tienen un ciclo de vida y habitos semejantes (Arce-Pérez y
Moron, 2000).

En estado larvario se alimentan de raices, humus (materia organica en
descomposicion). El estado adulto se alimenta principalmente de hojas, flores,
polen, partes internas de plantas y frutos jévenes de diferentes especies de

rosaceas y hierbas. Presentan habitos agresivos de alimentacién sobre el follaje



hasta dejar libre la nervadura y tiene esta conducta con los frutos (Arce-Pérez y
Morén, 2000).

Figura 1. Macrodactylus sp.

2.3. Caracteristicas generales de Macrodactylus mexicanus (Burmeister)

El adulto de esta especie, después de emerger de la muda pupal, tiene muy poca
movilidad, la cual aumenta poco a poco hasta que el desarrollo se completa. Sus
antenas son bien desarrolladas; la cabeza y el térax tienen un color gris-verdoso y
muestran pubescencia, una vez desarrollado por completo; el abdomen es de un
matiz claro; los élitros ligeramente mas obscuros que este ultimo (Sifuentes, 1985).
Sus patas presentan una coloracién rojiza, distintiva de la especie (Arce y Morén,
2000). La hembra deposita sus huevos en el suelo, en grupos de cinco a treinta, a
una profundidad de 15 a 30 cm; éstos son de forma esférica u oval y color blanco-
opaco, con aspecto de pequefias perlas (Sifuentes, 1985). La larva viven en el
suelo, cuando recién emergidas es blancas y brillantes; la cabeza es grande, en
proporcién al tamafio del cuerpo, éste es delgado, casi cilindrico y con infinidad de
pubescencia alrededor. Los tres pares de patas toracicas bien desarrolladas y con
pelos erectos (Sifuentes, 1985). Se observan tres estadios larvarios con diferente
tiempo de maduracion cada uno y durante este lapso la larva es semejantes en
forma y coloracion. El tamafio de la cabeza permanece igual durante cada estadio
mientras que el cuerpo aumenta en grosor y longitud y se va endureciendo

internamente, en especial la regibn posterior. Las patas se oscurecen



gradualmente. Antes de cambiar de estadio, la larva tienen el cuerpo semiaplanado
y un poco mas ancho que la cabeza y al pasar al siguiente, ésta crece el doble
(Sifuentes, 1985). El ancho de la capsula cefalica de las larvas es de 2.45 a 2.50
mm; tiene una longitud en la region dorsal del cuerpo de 23 a 25 mm. La superficie
de la capsula cefalica es casi lisa, amarillo claro. Las ufias tarsales son similares,
alargadas con apice agudo, cada cojinete con un seta elongado. La hendidura anal
tiene forma de “Y” (Aragon-Garcia et al., 2010).

La larva del ultimo estadio, aproximadamente un mes antes de transformarse en
pupa, se decoloran hasta verde amarillenta o palida y van disminuyendo su actividad
(Sifuentes, 1985). La pupa formada recientemente es de un tinte blanco-amarillento
y la muda del ultimo estadio permanece pegada a la punta del abdomen. Algunas
partes del insecto como la cabeza, el protorax y los élitros que estan hacia la parte
ventral se oscurecen gradualmente, en cambio el abdomen conserva el mismo

color. Después la pilosidad de las patas se transparenta (Sifuentes, 1985).

2.4. Caracteristicas generales de Macrodactylus nigripes (Bates)

El adulto de M. nigripes presenta un cuerpo de 9 a 12 mm de longitud total por 3 a
4 mm de anchura humeral, cuerpo intensamente oscuro o negro, cubierto por densa
vestidura gris o amarillo pdlido, (algunas ocasiones los fémures y tibias son
amarillento rojizas, pero siempre oscuras), los élitros, con ligeras estrias cubiertas
por la vestidura; el pedunculo antenal siempre amarillo-rojizo (Arce-Pérez y Moron,
2000).

Las caracteristicas de la larva de M. nigripes son similares a las de M. mexicanus;
sé6lo se diferencian por el numero de setas frontales y el tamafio de los espiraculos
abdominales, ademas de la presencia de seis a siete heli en la epifaringe y seis a
ocho pali en cada palidia (Aragon-Garcia et al., 2010).

Los adultos estan activos durante mayo, junio, julio agosto, septiembre y noviembre.
En ambientes templados a frios, hUmedos o subhimedos, situados entre los 1.000
y 2,500 m de altitud. Los hospederos conocidos para esta especie (especies
vegetales que pueden servirle como alimento, refugio o como sitio de oviposicion),

son Baccharis conferta (“hierba del carbonero”), Senecio salignus (“jarilla”), Zea
7



mays (maiz) Phaseolus vulgaris (frijol), Phaseolus coccineus (ayocote), Vicia fava
(haba), Medicato sativa (alfalfa), Malus pumila (manzano), Pyrus cumunis (pera),
Prunnus pérsica (durazno), Rubus ideanus (frambuesa), Rubus adenotrichus

(zarzamora) y Brassica oleraceae (brocoli) (Arce-Pérez y Morén, 2000).

2.5. Dimorfismo sexual en melolontidos

Las antenas de los insectos tienen gran relevancia en la comunicacion quimica,
busqueda de hospederos y en la recepcion de atrayentes y feromonas sexuales
(Schneider, 1964). Son el principal canal de entrada sensorial, incluyendo
receptores de feromonas, volatiles varios, vapor de agua y dioxido de carbono, asi
como de otros estimulos de tipo acustico y mecanico (Schneider, 1964).
Generalmente, los receptores antenales son considerados como el principal sistema
de comunicacion en los insectos. De acuerdo a su funcion, estos receptores pueden
ser clasificados como en quimiorreceptores, mecanorreceptores y termo-
/higrorreceptores (Zacharuk, 1980; 1985). En diferentes insectos, el dimorfismo
sexual puede observarse en sus antenas, lo cual es asociado en la mayoria de las
ocasiones con la presencia de sus diferentes 6rganos sensoriales. En particular, las
antenas de los machos presentan una estructura mas compleja. Para ciertos grupos
de insectos, el &rea de superficie de la antena bipectinada de los machos es mucho
mayor que el area de superficie de la filamentosa de las hembras; este dimorfismo
ha sido considerado como una ventaja del macho de contar relativamente con mas
organos sensoriales, sensilas o0 receptores antenales para localizar a su pareja
(Schneider, 1964).

En el caso de los machos de la mayoria de las especies de meloléntidos, éstos
presentan estructuras especificas diferenciadas para la busqueda de pareja y para
el comportamiento sexual. Estas diferencias se presentan en las “almohadillas”
tarsales, espolones tibiales, hileras de pelos tarsales, en la placa pigidial y en
antenas (Morén, 1986; Leal, 1998; Romero-L6pez y Moron, 2013). El dimorfismo
sexual de estos coledpteros puede ser sumamente evidente en las antenas, como
sucede con los melolontidos Polyphylla petiti (Guerin) (Morén, 2010) y Phyllophaga

macrocera (Bates) (Romero-Lépez y Benitez-Herrera, 2014). Los machos de ambas
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especies presentan antenas formadas por siete antenomeros aplanados de gran
tamafio, cinco veces mas grandes que los tres antendmeros basales; en cambio,
las hembras cuentan con antenas formadas por cinco antenémeros tan grandes
como los antendmeros basales restantes. Por estas caracteristicas se sugiere que
la superficie olfativa del macho es mas amplia que la de la hembra y por ende, con
mayores elementos morfolégicos para la recepciéon de los compuestos quimicos
(Romero-Lopez y Moron, 2013). De acuerdo a lo reportado por Romero-Lopez et al.
(2010a), las especializaciones antenales involucradas en la deteccidon de feromonas
son generalmente visibles y distinguibles. El dimorfismo sexual es marcado y esto
se ve reflejado en el tamafio y forma de las antenas de varias especies de
meloléntidos donde la liberacién de feromonas sexuales es importante. Esto es
evidente en las antenas de varias especies de meloléntidos, en la que los machos
tienen antenas mas largas que las hembras (Romero-L6pez et al., 2010b; Romero-
Lopez y Benitez-Herrera, 2014). Las diferencias sexuales en la longitud de las
antenas son en su mayoria evidentes en la maza lamelar, que es la zona sensorial
mas importante para la captacion de sustancias quimicas para los individuos
pertenecientes a la familia Melolonthidae (Romero-Lopez et al., 2010b). Aunado al
dimorfismo sexual a este nivel, se sabe que en lo referente al tamafio de las lamelas,
la morfologia externa, nimero y la distribucién de los receptores antenales, existen
diferencias evidentes entre hembras y machos de estos insectos. En Phyllophaga
obsoleta (Blanchard) se encontré dimorfismo sexual en todos los aspectos
mencionados, especificamente en el nUmero y distribucion de las sensilas de tipo
placoideo (Romero-Lépez et al., 2004), mientras que en Phyllophaga ravida
(Blanchard) y Phyllophaga opaca (Moser) hubo diferencias estadisticas
significativas en el tamafio de las lamelas y en los tipos de sensilas (Romero-Lépez
y Morén, 2013).

2.6. Generalidades del sistema olfativo, antenas y receptores antenales:
relevancia en la comunicacion quimica de los meloléntidos
La Ecologia quimica es un area de estudio que estudia las relaciones ecolédgicas

entre dos o mas organismos y las sustancias quimicas involucradas en las
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interacciones intra e interespecificas (Ruther et al.,, 2002). Las sustancias que
provocan reacciones fisiolégicas o de comportamiento en los individuos
interactuantes son conocidas como infoquimicos, los cuales son producidos y
liberados al ambiente por un individuo y causan una reaccion especifica en otros
miembros de la misma especie (Dicke y Sabelis, 1988). La comunicacion quimica
sexual de los melolontidos se fundamenta en la liberacion y recepcion de
infoquimicos conocidos como atrayentes o feromonas sexuales (Romero-Lopez et
al., 2005; 2010). Los machos de estos coledpteros presentan una alta sensibilidad
a estas sustancias quimicas incluso en bajas concentraciones gracias a sistemas
sensoriales muy sensibles y especificos, que se encuentran en sus antenas
(Maibéche-Coisne et al., 2004). Las sustancias liberadas por las hembras de
melolontidos son captados en las sensilas localizadas en ambos lados de la lamela
antenal del macho (Romero-Lépez y Mordn, 2013). La Unica informacion de este
tipo para los integrantes de Macrodactylus se restringe a lo reportado recientemente
por Romero-Lépez et al. (2014); en este trabajo, se describen los tipos de receptores
antenales identificados en diferentes especies de la tribu Macrodactilyni. Sin
embargo, para especies de Macrodactylus distribuidas en México no existen
antecedentes sobre sus receptores antenales; lo mas relacionado es el estudio de
Martinez-Bonilla et al. (2014) sobre la anatomia del sistema olfativo de M. nigripes.
En los meloléntidos, la mayoria de estos receptores antenales pueden ser
observados como modificaciones cuticulares de tres tipos: laminas con poros
huecos, laminas con poros sobre cavidades y estructuras en forma de “pelos”
(Meinecke, 1975). No obstante, en estudios recientes se ha ido afinando la
identificacion con base en la morfologia cuticular externa de estas sensilas. Ochieng
et al. (2002) y Romero-Lépez et al. (2004, 2010; 2013a) han propuesto una
clasificacion en la que pueden identificarse hasta seis tipos de sensilas en diferentes
especies de Phyllophaga y de la subfamilia Hopliinae: tricoideas, quéticas,
basicénicas, celocénicas, auricilicas y placoideas, siendo las cuatro Ultimas las
principales involucradas en la recepcion de infoquimicos. De ahi el nombre de
guimiorreceptores. Esta informacion ha resultado fundamental para una mayor

comprension del esquema de comunicacion quimica sexual de dichas especies.
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Larsson et al. (1999) informaron que el inicio del procesamiento olfativo para la
recepcion de feromonas sexuales es muy probable que se presente en los
guimiorreceptores placoideos (PLAS). Estos receptores son los mas abundantes y
con una distribucion mas homogénea en la superficie interna de las lamelas de
melolontidos, como el caso de las lamelas de los machos de P. obsoleta (Romero-
Lopez et al., 2004).

2.7. La electrofisiologia como técnica para la confirmacion de respuestas
olfativas

La electrofisiologia se define como el estudio de las sefiales eléctricas que se
encuentran en los sistemas biologicos. Esta ciencia se divide en dos tipos:
intracelular, cuando el registro se realiza en el interior de la célula y extracelular,
cuando éste se lleva a cabo fuera de la célula, es decir, el electrodo de registro no
llega a penetrar en esta ultima, con lo que la sefial obtenida es méas pequefia (Acin-
Viu, 2007). Las técnicas electrofisiologicas permiten estudiar la relevancia que tiene
para los insectos la deteccion olfativa de compuestos volatiles. La mayor parte de
las referencias sobre la aplicacion de estas técnicas estan relacionadas con
lepidépteros, ya que han sido aplicadas principalmente al estudio de feromonas
sexuales (Wadhams, 1992; Sanchez- Osorio et al. (2007). En los coleépteros, los
estudios se refieren principalmente a feromonas de agregacion y cairomonas
(Sanchez- Osorio et al., 2007). Todas éstas, se enfocan en las respuestas
electrofisiolégicas de las antenas.

La electroantenografia (EAG) es una técnica que permite medir las respuestas de
las células receptoras de las antenas de un insecto (hembra o macho) a compuestos
biolégicamente activos (Roelofs, 1984). El método EAG permite separar las
sustancias quimicas irrelevantes de los volatiles que son potencialmente activos
para determinada especie de insecto, cuando se acopla a un cromatégrafo de
gases. Este método proporciona una estimacion del proceso de transduccion que
ocurre a través de la antena del insecto cuando una feromona o compuestos activos

son aplicados (Fescemyer y Hanson, 1990). Por ello, es considerada como una
11



herramienta fundamental para el andlisis de diversos infoquimicos, principalmente
de las feromonas sexuales (Visser,; Leal, 1998). De acuerdo a lo propuesto por
Roelofs (1984); Visser (1979); Leal y Mochizuki (1993), esta técnica se fundamenta
en la exposicion de una antena recién escindida de un insecto (en contacto con
solucion fisiolégica) a un flujo de aire continuo. Por medio de electrodos de cloruro
de mercurio /mercurio o de tungsteno, se capta y transmite el estimulo quimico
incorporado al flujo de aire hacia un equipo de registro (amplificador y osciloscopio),
en donde se reciben las respuestas de la antena y se representan graficamente. El
método EAG ha sido utilizado principalmente en lepidépteros, aunque se han
ampliado los registros para otros grupos de insectos. Asi, se respaldan los estudios
en los que se encuentran involucrados respuestas antenales a volatiles que
modifican el comportamiento de oviposicion, atraccién a un hospedero y copula
(Roelofs, 1984).

Para meloléntidos se cuenta con algunos reportes, de entre los cuales destacan los
correspondientes a Popillia japonica (Newman) (Adler y Jacobson, 1971),
Paranomala cuprea (Hope) (Leal et al., 1992), Paranomala orientalis (Waterhouse)
(Zhang et al., 1994), Paranomala albopilosa sakishimana (Nomura) (Leal et al.,
1994a), Paranomala octiescostata (Burmeister) (Leal et al., 1994b; Leal, 1999 ),
Phyllopherta diversa (Waterhouse) (Hansson et al., 1999), Holotrichia parallela
(Motschulsky) (Leal et al., 1993) y Phyllophaga anxia (LeConte) (Zhang et al., 1997;
Ochieng et al., 2002). Para especies distribuidas en México, so6lo se cuenta con
datos de EAG para extractos de la camara genital de P. obsoleta (Romero-Lopez y
Arzuffi, datos no publicados). A la fecha, no se tiene registro de EAG para
integrantes del género Macrodactylus.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo de tesis se plantea el obtener informacion
basica sobre el sistema olfativo de los melolontidos, desde el punto de vista
anatomico como electrofisioldgico, considerando como modelo de estudio a una
especie mexicana del género Macrodactylus. Lo anterior se complementara con un
estudio sobre la morfologia de los receptores antenales de M. nigripes y M.
mexicanus y asi determinar la existencia de dimorfismo sexual a este nivel,

especificamente en el tamafio, nimero y distribucion de los quimiorreceptores. Se
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pretende que esto sume a lo que se sabe acerca de la comunicacion quimica sexual

de Macrodactylus de México y del grupo Melolonthidae, en general.

3. Justificacion

En fechas recientes se ha puesto mayor énfasis en la determinacion de los patrones
de comportamiento de los insectos y de las sustancias asociadas a éstos (Renou y
Guerrero, 2000; Romero-L6pez, 2012). Tomando en cuenta que los meloléntidos
son considerados como agentes nocivos para la agricultura en diversas regiones de
México, se han implementado diversas técnicas para el manejo de poblaciones de
estos insectos. Sin embargo, a la fecha no se ha encontrado una solucion
consistente y definitiva. El uso de infoquimicos puede ser una alternativa en este
sentido, ya que la identificacion y sintesis de los compuestos que constituyen a los
atrayentes y feromonas sexuales de algunas especies de otras regiones del mundo
han permitido el disefio de trampas para la deteccién y monitoreo de poblaciones
de meloldntidos, obteniendo resultados alentadores (Romero-Lopez, 2012).

El interés del presente estudio se centra en obtener informacién del sistema olfativo
de estos insectos, a partir de la comparacion de la distribucion y nidmero de los
guimiorreceptores involucrados en la recepcion de los infoquimicos en M. nigripes
y M. mexicanus. Esto porque se sabe que los receptores antenales son exclusivos
de cada especie y selectivos para la recepcion de estas sustancias, es decir, un
tipo es especifico para captar atrayentes y feromonas y otro tipo para responder a
volatiles de plantas (Leal, 1998; Hansson et al., 1999; Romero-L6pez et al., 2013).
Esta informacion puede ser utilizada para la planeacibn de una estrategia
sustentable de manejo de melolontidos “plaga” basada en el uso de infoquimicos,
ya que se contribuiria a la sustentabilidad en los ecosistemas naturales, estrategias
que se han visto en programas de manejo integrado de plagas (MIP) donde se
utilizan trampas a base de la sintesis del atrayente, con el fin de mantener un
equilibrio en la poblacion de insectos plaga. Del mismo modo, la informacién que se
obtenga del estudio puede sentar las bases para complementar aquellos aspectos

taxonomicos y filogenéticos del grupo que requieren aun atencion.
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4. Hipotesis
1. El sistema olfativo de M. nigripes presenta el mismo arreglo que el de otros
meloléntidos, el cual se fundamenta en la presencia de estructuras ubicadas en la

region central del protocerebro, conocidas como “cuerpos de seta”.

2. Existe dimorfismo sexual en el tamafio del cuerpo, las antenas y lamelas en M.

nigripes y M. mexicanus, siendo éstos mayores en machos.

3. Existen diferencias en la morfologia y tipo de quimiorreceptores en machos y
hembras de ambas especies, siendo mas evidente este dimorfismo en los machos

de ambas especies.

4. Existe dimorfismo sexual a nivel de quimiorreceptores: los de tipo placoideo son
mas abundantes y con una distribucion mas homogénea en las lamelas de los

machos de ambas especies, en comparacion con las de las hembras.

5. Los machos de M. nigripes presentan respuestas electrofisiolégicas hacia

estimulos quimicos provenientes de extractos de la cAmara genital de hembras.

5. Objetivos
5.1. General
Obtener informacion béasica sobre la comunicacién quimica sexual y el dimorfismo
sexual del grupo Melolonthidae, con el estudio morfolégico y electrofisiolégico del
sistema olfativo de un representante del género Macrodactylus, ademas del

comparativo de los quimiorreceptores antenales de M. nigripes y M. mexicanus.
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5.2. Particulares

5.2.1. Localizar morfolégicamente en adultos de M. nigripes el sitio en el cual podria
iniciar la respuesta olfativa de los melolontidos.

5.2.2. Comparar el tamafo del cuerpo, antenas y lamelas de hembras y machos de
M. nigripes y M. mexicanus.

5.2.3. Identificar morfolégicamente los distintos tipos de quimiorreceptores
antenales de ambos sexos de M. nigripes y M. mexicanus.

5.2.4. Comparar el nimero y distribucién lamelar de los quimiorreceptores antenales
de hembras y machos de ambas especies.

5.2.5. Comparar el numero y distribucion de los quimiorreceptores del tipo placoideo
de las lamelas, en ambos sexos de las especies de estudio.

5.2.6. Evaluar la respuesta de M. nigripes en pruebas de electrofisiologia utilizando

como estimulos quimicos: cadmara genital de hembras y hexano.

6. Metodologia

6.1 Obtencion del material bioldgico

Los adultos de M. mexicanus y M. nigripes fueron colectados manualmente en
cultivos de maiz y terrenos baldios de la comunidad de San Pablo del Monte,
Tlaxcala. ElI material que se logré obtener, se separ6 por sexos y se identifico
taxondmicamente de acuerdo a los criterios establecidos por Arce-Pérez y Moron
(2000).

6.2. Estudio anatémico del sistema olfativo de Macrodactylus nigripes

Se emplearon siete machos de esta especie, por cuestiones practicas,
considerando que éstos son los receptores de los atrayentes sexuales que liberan
las hembras (Romero-Lopez et al.,, datos no publicados). Con ayuda de un
microscopio estereoscopico (Nikon SMZ 660), se realizé una abertura con pinzas
de cirugia 6ptica en la parte terminal del protérax de cada adulto, dejando de lado

el abdomen; después se fijo con dos alfileres delgados el protérax en la camara de
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diseccion. Con las pinzas rectas de cirugia Optica, se hizo un corte vertical y
transversal de la cuticula de la capsula cefalica; lo anterior con la finalidad de
apreciar con detalle los tejidos internos. Inmediatamente después se colocaron 3 ml
de solucion fisiologica para insectos (Zorovic y Hedwig, 2011) en la camara de
diseccion, de manera que cubriera todo el tejido interno del escarabajo. Esto para
que no se dafara el tejido del ejemplar y pudiera apreciarse con detalle bajo el
microscopio. Con ayuda de disectores de policarbonato (<1 mm; Sutter Instruments
BF150-110-10), se removio el tejido adiposo que sobresalia de la capsula cefélica,
de tal forma que pudiera ser visible el tejido nervioso. Posteriormente, se extrajo

gran parte de los 6rganos y estructuras sistema olfativo de cada individuo.

6.3. Medicion del cuerpo, antenas y lamelas de los adultos de ambas
especies

Se obtuvo la longitud total de los adultos (desde el clipeo hasta el pigidio), de la
maza lamelar y de la antena completa, con la ayuda de un vernier (Truper/7245) de
12 adultos por sexo. Las tres lamelas denominadas como proximal (LP), media (LM)
y distal (LD) (Romero-LOpez et al., 2004), fueron separadas, etiquetadas y
agrupadas segun el sexo y la superficie lamelar (interna o externa) para su posterior
comparacion con el apoyo del programa Image Tool 3.0. El &rea de las lamelas fue

calculada con la formula de la elipse (pi*r1*r2).

6.4. Preparacién de las lamelas para la microscopia electrénica de barrido

Se utilizaron doce hembras y doce machos de M. mexicanus y M. nigripes para
diseccionar sus lamelas, las cuales se almacenaron en alcohol al 70%. Todo el
procedimiento que engloba la preparacion de las lamelas (fijaciéon, deshidratacion,
secado, montaje y cubierta metélica) se realizé de acuerdo a lo citado por Valdez
(1991). Una vez extraidas las lamelas, se preservaron en alcohol etilico al 70%.
Después se afiadieron 2% de formalina (formaldehido en solucién). Las lamelas
permanecieron en esa mezcla durante 24 hrs. Después se colocaron en alcohol al
70% para iniciar la deshidratacion (Valdez, 1991). Las muestras debieron

deshidratarse en alcohol al 80% después de haber lavado la muestra con alcohol al
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70%. Las muestras se mantuvieron en la mezcla durante 60 min. Para quitar
completamente el alcohol en el que estaba inmerso el material, se colocaron las
lamelas en la secadora de punto critico. Para fines practicos, en esta etapa del
proceso solo se empleé una lamela de cada tipo, por sexo y por especie (seis
lamelas en total). Después del tratamiento por punto critico, las seis lamelas se
montaron individualmente sobre un portaobjetos especial, cubriendo cada una de
las preparaciones con una cubierta metalica. Se procedio a examinar las lamelas a
25kV en un microscopio electronico de barrido JEOL Mod. JSM-5600LV. Con las
imagenes obtenidas, se identificaron los tipos de quimiorreceptores basicos,
tomando como base las propuestas de Ochieng et al. (2002) y Romero-Lo6pez et al.
(2004, 2010Db).

6.5. Conteo de los receptores antenales, morfometria de cada tipo de
receptores y elaboracién de mapas de distribucién

Para obtener la distribucion lamelar de los quimiorreceptores de M. nigripes y M.
mexicanus, se utilizaron las imagenes en mosaico obtenidas de las lamelas
procesadas por microscopia de barrido, para cada sexo y especie. Se elaboraron
mapas para cada tipo de quimiorreceptores con el apoyo del software “Autostich”,
al generar una imagen panoramica de la lamela desde la parte basal hasta la apical.
La identificacion de los tipos de quimiorreceptores se efectué por medio del
programa “GIMP 2.8.4 Portable”. Se determiné el nimero aproximado de receptores
antenales de cada tipo, con el programa “Image Tool 3”.

Se utilizé la prueba de chi cuadrada para observar las diferencias en el nUmero de

guimiorreceptores a nivel inter e intra especifico.

6.6. Obtencidén de registros electrofisiolégicos en Macrodactylus nigripes

Las sefiales eléctricas provocadas en adultos de M. nigripes, por parte de los
estimulos quimicos fueron detectadas mediante un amplificador diferencial de
corriente alterna (DP-311, Warner Instruments). Se emplearon electrodos de aguja

de cloruro de plata los cuales fueron colocados en el pronoto (+/-) equidistantes al
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eje corporal del organismo, con una separacion aproximada entre ellos de un
milimetro (micromanipulador MM 33, Warner Instruments). El electrodo de
referencia fue colocado en el toérax. Las sefales fueron amplificadas con una
ganancia de 10 k y filtradas entre 0.1 Hz y 1 KHz. Las sefiales fueron digitalizadas
a 5 KHz con una tarjeta de adquisicion digital (NI USB-6251, LabView 2012, National
Instruments) para su posterior andlisis fuera de linea (ClampFit 9.2). Como
estimulos quimicos en volimenes de 0.01 ml agua destilada (control), se emplearon
alcohol etilico (“vehiculo”), extracto crudo de la camara genital de hembras de M.
nigripes y hexano (SIGMA-ALDRICH), en una serie de experimentos por separado.
Los organismos fueron colocados en una camara de registro electrofisioldgico, la
cual estaba dentro de una mesa anti-vibratoria (63-531 TMC, Harvard Apparatus)
equipada con una jaula de Faraday. Con ayuda de un microscopio estereoscépico
(SMZ 800, Nikkon) se colocaron los electrodos de registro y a una distancia
aproximada de 2 mm de la maza lamelar se coloc6é una masa de papel absorbente
(=1 mm?), sobre la cual se depositaron las sustancias empleadas como estimulos;
se empled un papel absorbente nuevo para cada aplicacién del estimulo. Se

utilizaron seis machos de M. nigripes para la toma de los registros.

6.7. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de las mediciones del cuerpo, antenas, lamelas y
quimiorreceptores de machos y hembras de M. nigripes y M. mexicanus, se
analizaron por medio de la prueba estadistica de t-Student, con el programa
SigmaPlot 12.0. Se realizdé una prueba de Chi cuadrada para la comparacion entre
el nimero de quimiorreceptores de las lamelas en ambos sexos de las especies de

estudio.

7. Resultados
7.1. Estudio anatémico del sistema olfativo de Macrodactylus nigripes
Los “cuerpos de seta” (CS) de M. nigripes consisten de un par de estructuras

lobuladas de tamafio pequefio, de aproximadamente 0.12 mm, que flanquean al
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protocerebro del insecto y al I6bulo olfativo (LO) (Figura 3). Los CS estan formados
por los calix o célices, que son un par de masas de neurodpilo a ambos lados del
protocerebro y a su vez, estan constituidos por una capa de células que se sitian a
su alrededor, conocida como células de Kenyon. Por debajo de cada célix se

extiende un pedunculo (Figura 4).

Mentén

Espoldén mesotibial Proceso prosternal

- Sedas

Sedas k metasternales
abdominales

Lamels distal
Lomeic medic
Lamela proximal

Escopo

Figura 2. Esquema de un adulto de Macrodactylus, sefialando las principales estructuras que

conforman su cuerpo y antenas.

Los nervios Optico y antenal se encuentran por arriba del CS y se proyectan hasta
el I6bulo éptico y el LO. Se observaron también los nervios antenal y Optico en la
zona central de la capsula cefalica. ElI LO puede observarse en la parte inferior al
ganglio subesofagico, que es de donde se inerva directamente a la antena. En la

porcion anterior de la capsula cefalica, puede observarse el ganglio subesofagico
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como un ensanchamiento que se extiende 0.1 mm aproximadamente hacia la parte

posterior (Figura 3).

Figura 3. llustracion de una diseccidn de la capsula cefélica de Macrodactylus nigripes, en las cuales
se muestra el sistema olfativo. Pr m= protocerebro medio; s esf= ganglio subesofagico; N
pal= nervio del palpo; NA= nervio antenal; N Op= nervio Optico; CS=cuerpo de seta.; LO= I6bulo

olfativo; L Op= I6bulo 6ptico.
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Figura 4. Estructura del cuerpo seta de Macrodactylus nigripes formado por las células globulares

provenientes de las células de Kenyon (CK), los calix (C) y los pedinculos (P).

7.2. Medidas del cuerpo y de los apéndices antenales de hembras y machos

de M. mexicanus y M. nigripes

Se observaron diferencias significativas en las dimensiones del cuerpo, escapo,
pedicelo, flagelo y maza antenal en ambos sexos de M. nigripes y M. mexicanus. La
longitud del cuerpo del macho en ambas especies es mayor que la de la hembra
(M. nigripes: t= 2.862, p<0.05; M. mexicanus: t= 3.484, p<0.05). Otras diferencias
fueron para la longitud del pedicelo (M. nigripes: t= -2.795, p<0.05; M. mexicanus:
t= -3.340, p<0.05), del flagelo (M. nigripes: t= -5.047, p<0.05; M. mexicanus: t= -
2.420, p<0.05) y de la maza antenal (M. nigripes: t= 13.527, p<0.05; M. mexicanus:
t=-7.053; p<0.001). Se observé una mayor la longitud de los machos en todas estas

estructuras, a excepcion de la maza lamelar de M. nigripes (Cuadro 1).

7.2.1. Comparacion entre hembras de ambas especies

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas para la longitud del
pedicelo entre hembras de M. mexicanus y M. nigripes (t= 3.183, p<0.01). En el
caso de la longitud del cuerpo, longitud de escapo, flagelo y maza lamelar, se
observé una tendencia a que en general son mayores en M. nigripes que en M.
mexicanus, aunque sin diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 2).
7.2.2. Comparacion entre machos de ambas especies

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la longitud del
pedicelo (t= 4.231, p<0.001) y la maza lamelar (t= -2.304, p<0.05) y aunque no
fueron significativas, se observaron algunas diferencias en la longitud del cuerpo,
escapo Y flagelo, con una tendencia a ser mayores en algunos rubros en machos

de M. nigripes (Cuadro 3).
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Cuadro 1. Comparacién del cuerpo de los adultos y estructuras antenales de machos y hembras de

Macrodactylus mexicanus y Macrodactylus nigripes.

Medidas (mm)
Cuerpo
Escapo
Pedicelo
Flagelo

Maza lamelar

Macrodactylus mexicanus

Macrodactylus nigripes

Hembras

9.333 +0.310
0.244 +0.012
0.124 +0.001
0.613 +0.010
0.494 +0.007

Machos
10.667 +0.225
0.263 +0.012
0.134 +0.002
0.659 +0.015
0.578 +0.009

p
<0.01
NS
<0.01
<0.05
<0.001

Hembras

9.917 +0.229
0.225 +0.014
0.137 +0.003
0.599 +0.010
0.502 +0.011

NS= No significativo; Valores de la media + error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student.

Machos
11.000 +0.302
0.236 +0.013
0.152 +0.003
0.700 +0.017
0.542 +0.012

p
<0.01

NS

<0.05
<0.001

<0.05

Cuadro 2. Comparacién de las dimensiones del cuerpo y las estructuras antenales entre hembras

de Macrodactylus mexicanus y Macrodactylus nigripes.

Medidas (mm)

Cuerpo
Escapo
Pedicelo
Flagelo

Maza lamelar

Hembras
Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus p
9.917 +0.229 9.333 +0.310 NS
0.225 +0.014 0.244 +0.012 NS
0.137 +0.003 0.124 +0.001 <0.01
0.599 +0.010 0.613 +0.010 NS
0.502 +0.011 0.494 +0.007 NS

NS= No significativo; Valores de la media * error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student.

7.3. Longitud de las lamelas

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para M. mexicanus, con

una longitud mayor de las lamelas de los machos con relacién a las de las hembras:

LD (t= 4.132, p<0.001), LM (t= 5.772, p<0.001) y LP (t= 7.509 p<0.001). En M.

nigripes, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la longitud de

las LM (t= 3.968, p<0.001) y LP (t= 5.436, p<0.001) de los machos en comparacion

con las de las hembras (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Comparacion de las medidas tomadas del cuerpo y estructuras antenales en machos de

Macrodactylus nigripes y Macrodactylus mexicanus.

Medidas (mm)

Cuerpo

Escapo
Pedicelo

Flagelo

Maza lamelar

NS= No significativo;Valores de la media + error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student.

M. nigripes M. mexicanus p
11.000 +0.302 10.667 +0.225 NS
0.236 +0.0132 0.263 +0.012 NS
0.152 +0.00345 0.134 +0.002 <0.001
0.700 +0.0173 0.659 +0.015 NS
0.542 +0.0120 0.578 +0.009 <0.05

Cuadro 4. Comparacion de la longitud de las lamelas de Macrodactylus nigripes y Macrodactylus

mexicanus.

Lamela distal

Lamela media

Lamela proximal

NS= No significativo; Valores de la media * error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student.

Macrodactylus nigripes

Macrodactylus mexicanus

Hembras Machos Hembras Machos
(longitud de la (longitud de la (longitud de la (longitud de la
lamela) lamela) lamela) lamela) P
0.495 +0.008 0.504 +0.0073 0.459 +0.008 0.514 +0.010 <0.001
0.549 +0.007 0.588 +0.0068 0.517 +0.008 0.592 +0.010 <0.001
0.564 +0.010 0.628 +0.006 0.556 +0.006 0.636 +0.008 <0.001

7.3.1. Comparacion entre hembras de ambas especies

Se observaron resultados estadisticamente significativos en las LD (t = 2.941, p

<0.05)y LM (t= 2.975, p<0.05) de las hembras de M. nigripes en comparacién con

las de M. mexicanus, siendo de mayor longitud las lamelas de M. nigripes (Cuadro

5).

7.3.2. Comparacion entre machos de ambas especies

Se observaron tendencias a una mayor longitud de lamelas de los machos de M.

nigripes con respecto a los de M. nigripes,

estadisticamente significativas.

aunque no fueron diferencias




7.4. Ancho de las lamelas
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para M. nigripes, con una

anchura mayor de las lamelas de los machos con relacion a las de las hembras: LD
(t= -3.978, p<0.001), LM (t= -3.067, p<0.05) y LP (t= -4.872, p<0.001). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas para M. mexicanus, siendo
mayor la anchura de las LM (t= 23.041, p<0.001) y LP (t= 18.830, p<0.001) de los

machos con respecto a las de las hembras (Cuadro 6).

7.4.1. Comparacién entre hembras de ambas especies
No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para el ancho de las
lamelas de hembras de M. nigripes y M. mexicanus.

7.4.2. Comparacién entre machos de ambas especies
Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la LD de los machos de
M. nigripes y M. mexicanus (t= -2.945, p <0.05), presentando estos ultimos la mayor

longitud en dicha lamela (Cuadro 7).

Cuadro 5. Comparacion de la longitud de las lamelas de hembras de Macrodactylus nigripes y
Macrodactylus. Mexicanus

Hembras
Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus
(longitud de la lamela) (longitud de la lamela) P
Lamela distal 0.495 +0.008 0.459 +0.007 <0.05
Lamela media 0.549 +0.007 0.517 +0.008 <0.05
Lamela proximal 0.564 +0.010 0.556 +0.006 NS

NS= No significativo; Valores de la media * error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student
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Cuadro 6. Comparacion del ancho de las lamelas de Macrodactylus nigripes y Macrodactylus
mexicanus.

Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus
Hembras (mm) Machos (mm) p Hembras (mm) Machos (mm) p
Lamela distal |0.163+0.002 0.184 +0.005 <0.001 0.182 +0.004 0.188 +0.004 NS
Lamela media | 0.194 +0.004 0.212 +0.005 <0.05 0.085 +0.002 0.201 +0.005 <0.001
r';fg;‘;':al 0.176 #0.003 0.210+0.00 <0.001 0.085 +0.002 0.189 #0.005 <0.001

NS= No significativo; Valores de la media + error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student

Cuadro 7. Comparacién del ancho de la lamela de los machos de Macrodacylus nigripes y
Macrodactylus mexicanus

Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus
(ancho de lalamela) (ancho de lalamela) p
Lamela distal | 0.163 +0.004 0.182 +0.004 <0.05
Lamela media |0.194 +0.004 0.201 +0.004 NS
Lamela proximal | 0.176 +0.006 0.189 +0.005 NS

NS= No significativo; Valores de la media * error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student

7.5. Area de las lamelas

Se observaron también diferencias significativas en el &rea de las LD de M. nigripes,
siendo mayor en los machos con respecto a las de las hembras (t= 2.641, p<0.05).
El area de las LP de los machos de esta especie también es mayor que la de las
hembras (t= -11.019, p<0.001). En M. mexicanus, el area de las LM es mayor en
machos con respecto a la de las hembras (t= -2.134, p<0.05). Por ultimo, el area de
las LP de los machos es mayor en comparacion con la de las hembras (t= -2.311,

p<0.05) (Cuadro 8).
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7.5.1. Comparacion entre hembras de ambas especies
Se detectaron diferencias estadisticamente significativas para las dimensiones de
la LP. Se observo que el area de la LM y LP de M. nigripes es mayor, siendo la LP

la que presenta la mayor &rea receptora (t= 2.70, p<0.05) (Cuadro 9).

Cuadro 8. Comparacioén del area de las lamelas de macho y hembra de Macrodactylus nigripes y
Macrodactylus mexicanus.

Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus
Hembras Machos Hembras Machos
(mm?) (mm?) p (mm?) (mm?) p
Lamela distal 0.064 +0.008 0.071 +0.004 <0.05 0.067+0.005 0.073 £0.009 NS
Lamelamedia | 0.089 +0.009 0.091 +0.008 NS 0.085 +0.005 0.093 +0.011 <0.05
Lamela proximal | 0.093 +0.006 0.174 +0.0245 <0.001 0.085 +0.006 0.094 +0.011 <0.05

NS= No significativo; Valores de la media * error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student

7.5.2. Comparaciéon entre machos de ambas especies
Existen diferencias estadisticamente significativas en la LP (t= 10.124, p<0.001). Se

observa que los machos de M. nigripes presentan una mayor area en esta lamela

con respecto a la misma lamela de los machos de M. mexicanus (Cuadro 10).

Cuadro 9. Comparacion del area de las lamelas de las hembras de Macrodactylus nigripes y
Macrodactylus mexicanus.
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Hembras

Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus P
(mm?) (mm?)
Lamela distal 0.064 +0.008 0.067+0.005 NS
Lamela media 0.089 +0.009 0.085 +0.005 NS
Lamela proximal 0.093 £0.006 0.085 +0.006 <0.05

NS= No significativo; Valores de la media del area de cobertura de las lamelas * error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student.

Cuadro 10. Comparacion del area de las lamelas de los machos de Macrodactylus nigripes y
Macrodactylus mexicanus.

Machos
Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus p
(mm?) (mm?)
Lamela distal 0.071 +0.004 0.073 +0.009 NS
Lamela media 0.091 +0.008 0.093 +0.011 NS
Lamela proximal 0.174 +0.0245 0.094 +0.011 <0.05

NS= No significativo; Valores de la media del area de cobertura de las lamelas + error estandar de la media; n= 12; Prueba de t-Student.

7.6. Tipos de quimiorreceptores en Macrodactylus nigripes y Macrodactylus
mexicanus

Se distinguieron los seis tipos béasicos de sensilas 0 receptores antenales:
tricoideos (TRS), quéticos (QTS), basiconicos (BAS), auricilicos (AUS), placoideos
(PLAS) y celoconicos (COS). Todos éstos se localizan en la periferia, centro,
superficie interna y externa de cada una de las lamelas (Figura 5). Los TRS son
estructuras alargadas y estan ubicados en la regién periférica de cada lamela
(Figuras 5B, 5F), mientras que los QTS son estructuras elongadas y de forma de
bastdn, localizados también en la periferia de las lamelas (Figuras 5F, 5H). Ambos
tipos son considerados como mecanorreceptores.

Los PLAS, AUS, BAS y COS son considerados como quimiorreceptores. Los PLAS
presentan forma ovalada, alargada y en general con un borde que enmarca a una
superficie deprimida o cavidad poco profunda; se ubican en todas las regiones y
superficies de las tres lamelas de hembras y machos (Figuras 5B-H). Los AUS son

estructuras en forma de “oreja de conejo” o “lengua”, presentes en ambas
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superficies de las lamelas (interna y externa) de ambos sexos en ambas especies
(Figuras 5 A, C, E, G). Los BAS tienen forma de “baston”, presentes en ambos
Sexos y se encuentran en las regiones laterales y centrales de ambas superficies
de las lamelas (Figuras 5 A, B, C, D, E, G). Los COS son un conjunto de sensilas
encavadas dentro de una misma cavidad y se ubican en la superficie interna de las
LD, LMy LP, en hembras y machos de M. nigripes. Estos quimiorreceptores solo
se encontraron esporadicamente y resultaron exclusivos de esta especie (Figura
6).

Figura 5. Quimiorreceptores encontrados en las superficies interna y externa de las lamelas de
hembras y machos de Macrodactylus mexicanus y Macrodactylus nigripes. A) Quimiorreceptores
de la superficie interna de la lamela distal (LD) de la hembra de Macrodactylus mexicanus; se
aprecian las sensilas auricilicas (AUS) y basiconicas (BAS). B) Superficie externa de la lamela
media (LM) de la hembra de M. mexicanus, donde se encuentran las sensilas placoideas (PLAS),
tricoideas (TRS) y BAS. C) Superficie de la cara interna de la lamela proximal (LP) del macho M.
mexicanus; donde se distinguen las BAS, auricilicas (AUS) y TRS. D) Superficie de la cara externa
de la LD) del macho M. mexicanus. E) Superficie de la cara interna de la LM de la hembra de M.
nigripes. F) Superficie de la cara externa de la LP de la hembra M. nigripes; en ella se pueden
apreciar sensilas quéticas (QTS), PLAS y TRS. G) Superficie de la cara interna de la LP del macho
M. nigripes. H) Superficie externa de la LM del macho M. nigripes, donde se aprecian las PLAS,
QTS y TRS.
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Figura 6. Quimiorreceptores encontrados exclusivamente en las superficies internas de las lamelas
de Macrodactylus nigripes. A) Superficie interna de la LD de la hembra. B) Superficie interna de la
LM del macho. PLAS= sensilas placoideas; AUS= sensilas auricilicas; BAS= sensilas basicénicas;
COS= sensilas celoconicas.

7.7. Distribucion de quimiorreceptores en lamelas de ambas especies

7.7.1. Cara interna de lamelas de Macrodactylus nigripes

En el macho, se aprecia que los AUS se encuentran en la region central de las
lamelas, mientras que los BAS también se ubican en la regién central siguiendo un
patron lineal desde la base hasta la region apical de las LD, LMy LP. Los PLAS se
sittan alrededor de las lamelas, ausentandose en la parte media de las mismas

En la hembra, se localizé un solo AUS en toda la LD, mientras que los BAS se
localizan con mayor abundancia en la region central de la misma. En el caso de la
LM se encontraron AUS en la region central de la lamela, asi como también BAS,
mientras que los PLAS se encuentran en la region periférica de esta lamela. En la
LP, s6lo se encontraron dos tipos de sensilas: BAS y PLAS. Los primeros se
encuentran distribuidos de forma transversal, mientras que los segundos estan
alrededor de la lamela, disminuyendo en niamero en la region apical de la misma.
Se muestra una mayor distribucion y uniformidad de los PLAS, los cuales abundan

en la periferiade la LD, LMy LP.
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Los COS se encontraron en la LM del macho y en la LD de la hembra, los cuales,
son muy escasos en numero. Su distribucion se restringe a la zona central en el

macho y en la periferia apical de la LD de la hembra (Figura 7).

Macrodactylus nigripes
Cara interna

Chy

Lamelas

AUS BAS Cos PLAS AUS BAS COs PLAS

10 10] 8
101000

Figura 7. Distribucién de los quimiorreceptores lamelares auricilicos (AUS), basicénicos (BAS) y
placoideos (PLAS) en la cara interna de la lamela distal (LD), lamela media (LM) y lamela proximal
(LP) en machos y hembras de Macrodactylus nigripes. Los celoconicos (COS) se encuentran
Unicamente en la LM del macho y en la LD de la hembra.

7.7.2. Quimiorreceptores de la cara externa de las lamelas de hembras y machos
de Macrodactylus nigripes.

En la LD, los BAS se encuentran distribuidos desde la base hasta el 4pice de la
lamela, pasando por la parte media, distanciados uno de otro. Los PLAS se
encuentran distribuidos de manera uniforme en gran parte de la region media y
periférica de las LD, LM y LP, muy cercanos unos de otros. Se sigue la misma
tendencia de distribucion de los quimiorreceptores en las demas lamelas (Figura
8).
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Figura 8 Quimiorreceptores basiconicos (BAS) y placoideos (PLAS) encontrados en la cara externa
de las lamelas distal (LD), media (LM) y proximal (LP) de hembras y machos de Macrodactylus
nigripes.

7.7.3. Quimiorreceptores de la cara interna de las lamelas de hembras y machos de
Macrodactylus mexicanus

Hembra

Los AUS se distribuyen en la seccién media de la LD, LM y LP, de forma agregada.
Los BAS se encuentran disgregados en las LD y LM, mientras que en la LP se
encuentran mas aglutinados y en mayor cantidad. Los PLAS estan en la periferia de
las lamelas, pero esto se ve claramente en las LM y LP, ya que en la LD no hay un

gran numero de éstos (Figura 9).
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Macho
Los PLAS son los mas abundantes y se encuentran en la region periférica de las
lamelas; sin embargo, en la LD estén distribuidos incluso en la regién central (Figura

9).

Macrodactylus mexicanus
Cara interna

Oy
O

Lamelas

AUS BAS PLAS AUS BAS PLAS
LD e
LM 9

LP

DI

Figura 9. Distribucién de los quimiorreceptores auricilicos (AUS), basicénicos (BAS) y placoideos
(PLAS) de la cara interna de las lamelas distal (LD), media (LM) y proximal (LP) de hembras y
machos de Macrodactylus mexicanus.

7.7.4. Quimiorreceptores de la cara externa de las lamelas de un macho y una
hembra de Macrodactylus mexicanus

Hembra

Se muestra que los BAS se encuentran separados y en poca cantidad en la

superficie de la LD, LMy LP. Los PLAS estan mayormente distribuidos en la regién
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central de las lamelas, cubriendo desde la parte basal hasta la apical de la misma.

Este tipo de quimiorreceptor es el mas abundante en esta cara (Figura 10).

Macho

Se registré un solo quimiorreceptor de tipo AUS en la LD. Hay pocos BAS y se
distribuyen en la region apical de la LP, en la region centralenla LMy LD. Los PLAS
se encuentran en gran cantidad y distribuidos en toda la cara externa de las tres
lamelas. En la LD, los PLAS abundan en la parte lateral derecha, en la LM en la

region periféricay en la LP en la apical (Figura 10).

Macrodactylus mexicanus
Cara externa

Lamelas d Q
BAS PLAS BAS PLAS
LD _
- S
Q ﬁ.' )
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| N
LM 23
f,‘
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Figura 10. Mapas donde se muestra la distribuciéon de los quimiorreceptores auricilicos (AUS),
basiconicos (BAS) y placoideos (PLAS) en la cara externa de las lamela distal (LD), media (LM) y
proximal (LP) de un macho y de una hembra de Macrodactylus mexicanus.

7.8. Comparacion del numero de los quimiorreceptores de la cara interna y
externa en macho y hembra de ambas especies
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En la cara interna de las lamelas de M. mexicanus, el nimero de PLAS fue mayor
en el macho, sobre todo en la LM. Hay un mayor numero de AUS en la hembra,
concentrandose en la LM. En cuanto a los BAS, existe un mayor numero en el
macho, mayormente en la LD (Cuadro 12). En la cara externa de todas las lamelas
para ambos sexos de esta especie, sigue siendo mayor el nUmero de PLAS el
macho, mayormente en la LD. En la hembra no se encontré ningin AUS, mientras
gue se encontraron dos quimiorreceptores de este tipo en la LD del macho. Hay un
mayor niumero de BAS en la hembra, siendo la LD la que contiene el mayor nimero
de éstos (Cuadro 12).

Posteriormente, la prueba de chi cuadrada mostré que hay diferencias significativas
para el nimero de AUS solamente en la cara interna de las LD y LP de M. mexicanus
(Cuadro 13). Para el caso de los BAS, solo se muestran diferencias significativas en
la cara interna de la LP de M. nigripes y en las LD y LP de la cara externa de esta
especie, mientras que para M. mexicanus, existen diferencias en las LD y LP de la
cara externa asi como en la LP de la cara externa (Cuadro 13). Se obtuvieron
diferencias altamente significativas en el numero de PLAS entre machos y hembras

en ambas caras o superficies de las lamelas (interna y externa) (Cuadro 13).

Cuadro 12. Comparacion del nimero de quimiorreceptores de la cara interna y externa de las
lamelas de una hembra y un macho de Macrodactylus mexicanus.
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Macrodactylus mexicanus

Carainterna

Caraexterna

3 - o) -
Lamelas | AUS BAS PLAS | AUS | BAS PLAS | AUS BAS PLAS AUS BAS PLAS
Distal 11 45 2 12
Media 7 41 8 9
Proximal | 16 43 2 5

Cuadro 13. Diferencias entre el nimero de quimiorreceptores en ambas superficies de cada lamela
entre ambos sexos. Valor de p, chi cuadrada

Macrodactylus nigripes Macrodactylus mexicanus
Cara interna Cara externa Cara interna Cara externa
Lamelas | \ys | sas | pLas | aus | Bas | pLas | aus | eas | pias | Aus | Bas | PLas
Distal - - - * % ¥ ¥
Media - - - - - -
Proximal | _ * ¥ * * ¥ ¥ _

*= Significativo; **= Muy significativo; - No significativo

7.8.2. Quimiorreceptores encontrados en las caras interna y externa de las lamelas,
comparadas entre mismos sexos de ambas especies

En machos, los PLAS son méas abundantes en M. nigripes, habiendo un mayor
namero en la LM, mientras que en la LP y en la LD de M. mexicanus, los AUS y
PLAS son los que se encuentran en mayor nimero (Cuadro 14). En la cara externa
de las tres lamelas se puede apreciar que los PLAS son mas numerosos en M.
nigripes, sobre todo en la LP de los machos. El nUmero de BAS es mayor en M.
nigripes, sobre todo en la LP (Cuadro 14).

En el caso de la cara interna de las lamelas de las hembras, M. nigripes tiene una
mayor cantidad de PLAS; esto es mas notorio en la LP, mientras que los BAS
existen en mayor abundancia en M. mexicanus, concentrandose principalmente en

la LM. En el caso de los AUS, la cantidad es variable para ambas especies en cada
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una de las lamelas (Cuadro 15). En cuanto al numero de quimiorreceptores de la
parte externa de las lamelas de hembras, M. nigripes tiene un mayor niumero de
PLAS, siendo mas evidente en la LP y en la LM, mientras que M. mexicanus tiene
un mayor numero de PLAS en la LD. El nUmero de BAS es mayor en M. mexicanus,
principalmente en la LD. En ninguna especie se encontraron AUS (Cuadro 15).

En la prueba de chi cuadrada se obtuvieron que para machos hay diferencias
significativas para el nimero de AUS de la cara interna de la LP de machos al igual
que en el numero de BAS en la LP de la cara externa. En cuanto al nimero de
PLAS, hay diferencias significativas en las tres lamelas en la superficie interna de
cada una de ellas, mientras que para la externa mostraron diferencias las LM y LP
(Cuadro 16).

En hembras, hay diferencias para el numero de AUS de las LD y LP de la cara
interna. El nimero de BAS es significativo para las LD y LP de la cara interna de
éstas. Existen diferencias en el numero de PLAS para la cara interna de las tres
lamelas, mientras que para la externa las hay en la LM y LP (Cuadro 16).

Cuadro 14. Comparacién de los quimiorreceptores de la cara interna y externa de las diferentes
lamelas en machos de Macrodactylus nigripes y Macrodactylus mexicanus.

Machos
Cara interna Cara externa

Macrodactylus Macrodactylus Macrodactylus Macrodactylus nigripes

mexicanus nigripes mexicanus
Lamelas | AUS | BAS | PLAS | AUS | BAS | PLAS AUS BAS PLAS AUS BAS | PLAS
Distal

11 45 147 4 31 190 P P 250 1 245
Media 7 | 21 |166 | 6 | 32 | 247 8 114 7 214
Proximal | 16 | 43 [ 132 | 6 | 51 | 199 2 159 11| 312

Cuadro 15. Comparacion de los quimiorreceptores de la cara interna y externa de las diferentes
lamelas en hembras de Macrodactylus nigripes y Macrodactylus mexicanus.
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Hembras

Cara interna Cara externa
Macrodactylus Macrodactylus Macrodactylus Macrodactylus nigripes
mexicanus nigripes mexicanus

Lamelas | AUS | BAS | PLAS | AUS | BAS PLAS AUS BAS PLAS AUS BAS PLAS
Distal

s 26 23 83 1 45 113 12 168 7 142
Media

11 26 40 12 27 121 9 157 6 162

Proximal | 5, | 16 | 75 | 10 | 40 | 123 5 101 2 | 232

Cuadro 16. Diferencias entre el nimero de quimiorreceptores en la cara interna de cada lamela
entre mismos sexos. Valor de p, chi cuadrada

Hembras Machos
Cara interna Cara externa Cara interna Cara externa
Lamelas AUS BAS PLAS AUS | BAS | PLAS AUS BAS PLAS AUS BAS PLAS
Distal * %k * _ - - - - -
Media . - _ - - - *
Proximal * % * _ * . * * %

*= Significativo; **= Muy significativo; - = No significativo

8. Registros electrofisioldégicos de M. nigripes hacia estimulos quimicos

Se obtuvieron registros de tipo o exploratorio de las respuestas electrofisiolégicas
de diez machos de esta especie hacia diferentes estimulos quimicos, entre ellos,
hexano (grado cromatografico SIGMA-ALDRICH) y extractos crudos de la caAmara
genital de hembras. En la Figura 11 se muestra la respuesta a la estimulacién con
el extracto de la camara genital, observandose “picos”, ondas o componentes al
inicio en cada uno de los registros. Puede detectarse un componente originado por
el ruido mecénico, producido por colocar una gota de agua en papel absorbente
cerca de la maza lamelar del macho de M. nigripes. En un segundo registro se
observa una componente de mayor amplitud a la del primer registro, la cual fue
generada por la estimulacion con etanol al 70%. El tercer registro, también se

observé una componente, siendo esta respuesta la de mayor amplitud, causada por
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la estimulacion con el extracto de la camara genital de la hembra, utilizando como
vehiculo el etanol. Se efectuaron tres repeticiones.

Las siguientes pruebas se realizaron con el fin de evaluar la posible adaptacion a
los estimulos olfativos, debido a la saturacion de los receptores. Se realizaron dos
pruebas de adaptacion, las cuales se basan en la estimulacion con hexano. La
prueba 1 se realiz6 para probar la respuesta a un odorante como el hexano, fue un
lavado control, consistente en la aplicacién de agua destilada en papel absorbente
cerca del insecto, donde se observo “un componente” al inicio del registro originada
por el ruido mecanico; sin embargo, no se produjo respuesta al agua destilada. Para
el segundo registro en esta prueba se coloca hexano sobre papel absorbente y se
coloca cerca del insecto, observandose el tipico comportamiento debido al ruido
mecanico, seguido de una componente de baja frecuencia y de gran amplitud. El
tercer registro consiste en colocar agua destilada sobre papel absorbente, teniendo
el mismo patron de comportamiento que la primera aplicacion de agua destilada
(Figura 12).En la prueba 2 se estimul6 al insecto con tres dosis diferentes de hexano
con un tiempo de separacion por cada estimulo de 3 min. En cada uno de los
registros se obtuvo una componente originada por el ruido mecanico y eléctrico al
colocar los estimulos olfativos. El primer registro mostr6 un componente de mayor
amplitud con respecto a los otros dos registros, mostrando un comportamiento
decreciente en cada una de las respuestas (Figura 13). Se empleé 0.01 ml de
hexano y etanol para cada una de las pruebas, por separado. Se realizaron 2

repeticiones.
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Figura 11. Respuesta electrofisiolégica inducida en un macho de Macrodactylus nigripes por
la exposicién a un extracto crudo de la cAmara genital de una hembra conespecifica. Los
registros fueron realizados mediante un amplificador diferencial (AC), cuyos electrodos fueron
colocados en la parte dorsal anterior del pronoto de cada macho. En el trazo A se muestra un registro
control correspondiente a la sefial detectada después de la colocacién de una gota de agua en un
papel absorbente cercano al organismo. Obsérvese el “componente 1” también presente en los
trazos sefialados en los registros B y C, a los cuales se suman el “componente 2” y el “componente
3”. En B se muestra el registro de la respuesta a la estimulacion con etanol y en C, la respuesta tras
la estimulacion con un extracto crudo de la cdmara genital de una hembra, empleando como
“vehiculo” el etanol. La componente 1 corresponderia a ruido inespecifico mecanico y eléctrico,
mientras que la componente 3 de mayor amplitud que la componente 2 corresponderia a la respuesta
especifica de las sustancias quimicas contenidas en la camara genital de la hembra.
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Figura 12. Respuesta a la estimulacién con hexano. Los registros fueron realizados mediante
un amplificador diferencial (AC) cuyos electrodos fueron colocados en la parte dorsal anterior del
pronoto. En el trazo A se muestra un registro control consistente en colocar agua destilada (0.01
ml) en un papel absorbente cercano al organismo (=2 mm). En B se muestra la respuesta a la
estimulacién con hexano (0.01 ml). El trazo C corresponde a una segunda aplicaciéon de agua
destilada. Obsérvese en el trazo B la presencia de una componente de baja frecuencia y gran
amplitud de morfologia y amplitud distintas a lo mostrado en los trazos Ay C.

A

Figura 13. Tiempo de adaptacidon al hexano. Los registros fueron realizados mediante un
amplificador diferencial (AC) cuyos electrodos fueron colocados en la parte dorsal anterior del
pronoto. En el trazo A se muestra la componente correspondiente al ruido mecénico y eléctrico (1) y
la respuesta especifica al hexano (3). Las respuestas a una segunda y tercera aplicacion del estimulo
olfativo con una separacion temporal de 3 minutos son mostradas en B y C. N6tese la disminucién
en la amplitud del componente en respuesta al hexano y el mantenimiento de la amplitud y la
morfologia del componente 1.
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9. Discusién

Estudio anatomico del sistema olfativo de Macrodactylus nigripes

La organizaciéon general del sistema olfativo de M. nigripes es parecida a la que se
ha indicado para otros insectos (Lopez-Riquelme, 2008; Wessnitzer y Webb, 2006),
en particular a la de los melolontidos Cetonia aurata (L.) y Oxythyrea funesta (Poda)
(Panov, 2009). En el caso de los CS en M. nigripes, éstos flanquean al cerebro y a
su lado se ubica el calix, el cual se encuentra rodeado por las células de Kenyon,
como lo descrito por Wessnitzer y Webb (2006) y Panov (2009).

También se reconoce en M. nigripes el pedunculo, el cual se localiza en la parte
basal del CS, como lo reporta Panov (2009) para C. aurata (L.) y O. funesta (Poda).
La disposicion de los CS y el ganglio subesofégico tienen el mismo arreglo que en
Machilis germanica (Janetschek) (Archaeognatha: Machilidae), Calopteryx
splendens (Harris) (Odonata: Calopterygidae) y Libellula depressa (Linnaeus)
(Odonata: Libellulidae) (Strausfeld et al., 2009), ya que se sitan en la parte central
de la capsula cefalica y se encuentran dos pares de calix, equipados con células de
Kenyon en una region mas alta. Los céalix mediales de los CS en M. nigripes se
asemejan morfolégica y anatomicamente a los de Pachnoda marginata (Puppe),
Cetonia aurata (Linnaeus), Oxythyrea funesta (Poda) y Epicometis hirta (Poda)
(Panov, 2009). Los pedunculos estan localizados en la base de los CS y se
presentan como un engrosamiento cercano a la bifurcacion de los Iébulos vertical y
medial, como se ha reportado en algunos de los integrantes de la subfamilia
Cetoniinae ya mencionados (Panov, 2009).

En M. nigripes, el LO se encuentra localizado en la parte superior derecha del
ganglio subesofagico, inervando directamente a la antena. Hacia cada lado del LO
se desprende una rama que posteriormente se bifurca para inervar a las antenas y
los palpos. Se observa también el I6bulo 6ptico, del cual se desprenden los nervios
que inervan a los ojos en todos los insectos, de acuerdo con Torralba y Pérez-
Ortega (1997). En direccion rostro-caudal se observaron varias ramificaciones
pequefias, aunque no se pudo identificar su sitio de innervaciéon. En el presente

estudio, el LO present6 una capa de células a su alrededor y un area central fibrosa,

41



tal como se observa en otros grupos de insectos, como en las hormigas (Lopez-
Riquelme, 2008). Con respecto a las conexiones entre los I6bulos y los célices de
abejas, que report6 Mobbs (1982), se observaron pocas y no fueron tan
distinguibles. Esto probablemente por el efecto de la solucion fisiol6gica utilizada
para la conservacion de los tejidos durante la diseccion. Lo que fue evidente fue la
masa protocerebral que provee de neuronas a los célices; esto es consistente con
lo sefialado por Mobbs (1982). El tamafio de los CS est4d asociado con el
comportamiento social del insecto, de acuerdo a lo registrado en hormigas por Jaffe
y Pérez (1989). Con referencia a los reportes de Panov (2009) y lo observado en M.
nigripes, el comportamiento de los melolontidos, tiende a enfocarse a la
sobrevivencia individual fundamentada en optimizar el gasto de energia para
actividades prioritarias como el apareamiento, podria estar relacionado con un
tamafio mas reducido de los CS en comparacion con el de los insectos sociales. Sin
embargo, son necesarios mas estudios que permitan ampliar la informacion en este
sentido, en particular los referentes a la quimiorrecepcion de este grupo de
coledpteros. Con base en lo anterior, se sugiere que es viable hacer estudios a nivel
del sistema nervioso central en M. nigripes para diversos tdpicos, dentro de los
cuales se encuentran la neurobiologia y biologia del comportamiento. Asimismo, un
mejor conocimiento sobre los CS y el LO de esta especie permitird complementar
la informacion basica sobre la comunicacién quimica y el comportamiento de M.

nigripes.

Dimensiones del cuerpo y estructuras antenales

La morfologia del cuerpo y estructuras antenales de M. nigripes y M. mexicanus son
semejantes, con base en la literatura especializada, aunque también existen
pequefias variaciones en la talla de éstos, dependiendo de la localidad (Arce-Pérez
y Mordn, 2000). La longitud del cuerpo de los adultos obtenida en las mediciones
realizadas en el presente estudio, en ambas especies se aproxima a lo indicado por
Moron (1995) y Moron et al. (1997), siendo los machos quienes tienen un tamafo
superior en contraste con las hembras. En los machos de M. nigripes se obtuvieron

medidas semejantes a las de M. mexicanus, al igual que para las hembras, siendo
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ligeramente mayor la longitud del cuerpo de los adultos de M. nigripes, siguiendo la
tendencia de medidas indicada por Arce-Pérez y Mordn (2000), para especies del
género Macrodactylus, se conocen solo algunas generalidades. En lo que refiere
especificamente a las dimensiones del escapo, pedicelo, flagelo y maza lamelar,
fueron muy semejantes al compararlos entre los mismos sexos de las especies de
estudio. Sin embargo, las hembras de M. mexicanus tuvieron una mayor longitud en
el escapo y flagelo, mientras que las dimensiones de M. nigripes son mayores en el
pedicelo y maza lamelar. Con respecto a los machos de M. nigripes presentaron
una mayor longitud en el pedicelo y flagelo, mientras que en machos de M.
mexicanus fueron para el escapo y maza lamelar. Con referencia a la comparacion
entre sexos, los machos de ambas especies presentaron estructuras antenales de
mayor longitud, sobretodo en el flagelo y maza lamelar. Esto debido a que la longitud
de las antenas en machos puede estar relacionada con la mejor captacion de los
atrayentes sexuales femeninos, asi como la busqueda de alimento, ya que las
estructuras involucradas en el sistema olfatorio de este género, necesitan de un
grado de especializacion para tener una mejor captacion y procesamiento de dichas
sustancias (Zacharuk, 1985). Asi como en otros géneros de meloléntidos, en
especifico de Phyllophaga, para M. nigripes y M. mexicanus se observaron
dimorfismos sexuales a nivel de la maza lamelar. Esto debido a que esta estructura
es la region sensorial mas importante para detectar los estimulos quimicos (Morén,
1986). Ademas queda claro que los machos de la superfamilia Scarabaeoidea
tienen ese marcado dimorfismo sexual, refiriendose a estas estructuras como lo

reportado por Romero-Lopez et al. (2004; 2013).

Area de las lamelas en las especies estudiadas

El area de las lamelas en machos fue mayor para M. mexicanus y M. nigripes, ya
que éstos necesitan una mayor superficie de recepcidon para las sustancias
atrayentes y para la busqueda de pareja, lo cual indica que hay dimorfismo sexual
a este nivel, lo que coincide con lo indicado por Romero-Lopez et al. (2004) para P.
obsoleta, donde los machos presentan una mayor area en cada una de las lamelas.

En anteriores informes utilizando como modelo de estudio a M. nigripes y M.
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mexicanus, solo se han enfocado a la descripcidon morfoldgica, biogeografica, entre
otros aspectos; sin embargo, no se habia hecho un estudio comparativo entre sexos
intra- ni inter-especificamente. En el presente estudio, se encontré que M. nigripes
presentd una mayor area de las lamelas en ambos sexos, en contraste con M.
mexicanus, indicando que hay diferencias en esta estructura entre mismos sexos
de ambas especies. En M. nigripes, el area de las lamelas de machos es muy similar
al de hembras, asi mismo, se obtuvo que existe una mayor longitud en el area de
las lamelas de los machos de M. mexicanus, siguiendo la tendencia del dimorfismo
sexual presentado en P. obsoleta, P. ravida y P. opaca, donde los machos de dichas
especies tuvieron una mayor area lamelar de acuerdo a Romero-Lépez y Moron
(2013).

Se ha reportado que el tamafio de las lamelas y estructuras sensoriales son
consistentes con otras especies previamente estudiadas donde los PLAS y AUS
son las estructuras con mayor superficie para recibir la feromona sexual de la

hembra (Romero-Lépez, 2010b).

Tipo‘s de quimiorreceptores en Macrodactylus nigripes y Macrodactylus
mexicanus

Los tipos de quimiorreceptores basicos encontrados en este estudio fueron los
descritos por Romero-Lépez et al. (2004) y Romero-Lépez y Moron (2013) en
especies del género Phyllophaga, donde los quimiorreceptores encontrados fueron
PLAS; AUS, BAS y COS. EIl primer reporte enfocado al estudio de 6rganos
sensoriales para una especie de Phyllophaga fue el de Ochieng et al. (2002), en el
cual se propone para P. anxia la existencia de cuatro tipos de sénsulos con una
aparente funcion quimiorreceptora: PLAS, AUS, BAS y COS tipo | y Il. En el caso
de P. obsoleta, el primer estudio de este tipo para una especie “mexicana”’, se
encontré solo un tipo de COS, ademas de los BAS, AUS y PLAS. En otros estudios
con melolontidos mexicanos, se han observado los AUS tipo |, II, Il y IV; BAS tipo
[, 1, N, IVyV; COStipo |, I, lll y IVy PLAS tipo | (Romero-L6pez, 2010b).Con el
registro de sensilas de manera individual, se ha demostrado que los receptores

neuronales sensibles a feromonas sexuales estan localizados en los PLAS, los
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cuales cubren una gran area de la parte posterior de las lamelas (Leal y Mochizuki,
1993; Larsson et al., 1999). En A. cuprea, por ejemplo, se ha observado que los
PLAS son especificos para R-buibuilactona, la cual ha sido identificada como su
feromona sexual (Leal, 1991; Leal y Mochizuki, 1993).

En el caso de M. nigripes y M. mexicanus, es probable que los quimiorrecpetores
descritos, en particular los PLAS, desempefien la funcion principal de captar las
feromonas de tipo sexual, debido a que su morfologia corresponde a la reportada
para A. cuprea, P. obsoleta y demas especies ya mencionadas

Comparacion del namero de los quimiorreceptores de la cara internay
externa en macho y hembra de M. nigripes y M. mexicanus

Se encontrd dimorfismo sexual en M. nigripes y M. mexicanus, especialmente con
PLAS, como lo reportado para P. obsoleta (Romero-Lépez et al., 2004), P. ravida
(Romero-LoOpez et al., 2010b) y P. opaca (Romero-Lépez y Morén, 2013). El nimero
de PLAS en las caras interna y externa fue mayor para los machos de ambas
especies, ya que a mayor niumero de éstos, es posible que sea mayor la captacion
de los infoquimicos, pues los meloldntidos dependen en particular de la eficacia en
la recepcion de atrayentes o feromonas (Crowson, 1981) y esto se da gracias al
namero de receptores PLAS y AUS (Romero-Lopez et al. (2004). Aunque contrario
a lo esperado y reportado para otras especies de melolontidos (Romero- Lépez et
al., 2004, 2013), el numero de AUS fue mayor en la cara interna de las lamelas de
hembras de M. nigripes y M mexicanus. En contraste, el nimero de PLAS tanto en
la cara interna como externa de machos de estas especies fue mayor con respecto
a las hembras, como se ha descrito previamente para machos de P. obsoleta y P.
ravida (Romero-Lépez et al., 2004; 2010b). Esto permite sugerir que si existe
dimorfismo sexual para ambas especies de Macrodactylus, por lo que la recepcién
de atrayentes sexuales podria estar directamente relacionado con la cantidad de
estos receptores.

No hay como tal reportes que indiquen la diferencia estadistica en el nimero de

quimiosensilas para el género Macrodactylus, ya que el presente estudio es el
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primero en su tipo. Sin embargo, esto confirma el dimorfismo sexual a nivel de
quimiorreceptores, ademas, el nimero de PLAS es mayor en machos que en

hembras en las especies estudiadas.

Registros electrofisioldgicos de M. nigripes hacia estimulos quimicos

Los experimentos con electrofisiologia en otros grupos de insectos han permitido
corroborar que éstos tienen la capacidad para detectar determinadas sustancias
volatiles como el hexano (E)-2-hexenal y el etanol, presentando respuestas
comparables a las registradas en otros coledpteros, como sucedié en Cerambyx.
welensii Kuster y Prinobius germari Dejean al comparar las respuestas con
Phoracantha semipunctata Fabricius (Sanchez-Osorio et al., 2007). Se encontro
que la concentracién y cantidad del estimulo aplicado en machos de M. nigripes
influyen en la respuesta olfativa registrada, lo cual va de acuerdo a lo obtenido por
Sanchez-Osorio et al. (2007) en C. welensiiy P. germari. Se registré una adaptacion
al hexano después de un nuamero seriado de pruebas. Esto puede ser que esté
orientado hacia la saturacion de los receptores, tal como sugiere Sanchez-Osorio et
al. (2007), donde se plantea que para corroborar dicho efecto en los receptores, se
debe utilizar de manera conjunta la informacion del efecto de la concentracion y la
cantidad del estimulo. Algunas sustancias similares a las probadas en este trabajo
ya habian sido utilizadas con otras especies de meloléntidos, como el hexano y el
etanol (Romero-Lopez et al., 2005); sin embargo, el extracto de la cAmara genital
de la hembra es un estimulo que sélo se ha empleado en machos de P. obsoleta,
los cuales, respondieron a las pruebas de EAG, obteniéndose mayores diferencias
de este estimulo con respecto al hexano (Romero-Lépez et al., 2005). Este
resultado fue similar a lo observado con machos de M. nigripes, con los mismos
estimulos, aunque con diferente técnica electrofisioldgica.

Diversos estudios realizados han brindado una propuesta acerca de la filogenia del
grupo Melolonthidae, tomando como caracteres taxondémicos los tipos de
guimiorreceptores, ya que la morfologia, nimero, distribucién y tamafio pueden
proporcionar informacion acerca de la ecologia, comportamiento precopulatorio,

comunicaciéon quimica y adaptacion del grupo. Con este trabajo, se pretende ampliar
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el campo de estudio de la ecologia quimica, enfocandose en continuar con la
exploracion de los quimiorreceptores antenales de estas especies, en especifico en
aquellos que estan involucrados en la recepcion quimica, abriendo las posibilidades
de utilizar esta informacion para posteriores pruebas como las de
electroantenografia (EAG) y la posible adaptacion de estas pruebas para establecer
un manejo de especies plaga, con mayor informacion biologica sobre ellas.

Los datos obtenidos deben enriquecerse con pruebas electrofisiologicas para
dilucidar la funcion especifica de los PLAS y AUS, asi como los criterios de
clasificacion en la familia Melolonthidae para los sénsulos o quimiorreceptores
pueden ser unificados con el fin de aclarar la comunicacién quimica sexual y

filogenia de este grupo.

10. Conclusiones

» El sistema olfativo del macho de M. nigripes es parecido anatomicamente al
de otros melolontidos. Se observan los CS, los cuales son estructuras
lobuladas y pequefias y que se encuentran cerca del protocerebro y del LO
del insecto.

» Se reconocieron las células de Kenyon y el calix, asi como los nervios optico
y antenal.

» EIl tamafo del cuerpo de los machos de ambas especies fue mayor en
comparaciéon con las hembras.

» La longitud del pedicelo, flagelo y maza antenal presentaron diferencias
significativas.

» Las dimensiones del escapo, pedicelo, flagelo y maza lamelar, fueron muy
semejantes al compararlos entre los mismos sexos de las especies de
estudio.

» Las hembras de M. mexicanus tuvieron una mayor longitud en el escapo y
flagelo, mientras que las dimensiones de M. nigripes fueron mayores en el

pedicelo y maza lamelar.
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Los machos de M. nigripes presentaron una mayor longitud en el pedicelo y
flagelo, mientras que en machos de M. mexicanus fueron para el escapo y
maza lamelar.

Los machos de ambas especies presentaron estructuras antenales de mayor
longitud, en lo referente a la longitud del flagelo y maza lamelar.

Existe un dimorfismo sexual en el area de las LD y LP de M. nigripes y en las
LMy LP de M. mexicanus, siendo los machos los que mostraron las areas
mayores.

M. nigripes presentd una mayor area de las lamelas en ambos sexos, en
contraste con M. mexicanus, indicando que hay diferencias en esta estructura
entre mismos sexos de ambas especies.

En M. nigripes, el area de las lamelas de machos es muy similar al de
hembras, asi mismo, se obtuvo que existe una mayor longitud en el area de
las lamelas de los machos de M. mexicanus

Fueron identificados seis tipos de sensilas antenales en las caras internas y
externas de las lamelas de ambas especies, de ambas sexos: placoideas
(PLAS), basiconicas (BAS), auricilicas (AUS), celoconicas (COS), quéticas
(CHS) y tricoideas (TRS).

Los conteos realizados para los tipos basicos de quimiorrreceptores en las
caras interna y externa mostraron que existe dimorfismo sexual a este nivel
en ambas especies.

Los PLAS, fueron mas numerosos y con una distribucion homogénea mas
detallada en las lamelas de los machos de las dos especies estudiadas.

En la comparacién entre los mismos sexos, M. nigripes mostrd tener en
ambas caras de las lamelas, tanto en hembras como machos, un mayor
namero de PLAS.

La comparacion del nimero de quimiorreceptores entre machos y hembras
de M. nigripes y M. mexicanus con la prueba de chi cuadrada, mostré que
existe dimorfismo sexual en ambas especies.

Los PLAS fueron los quimiorreceptores que mas diferencia estadistica

mostraron a nivel interespecifico e intraespecifico.
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» Las pruebas de electrofisiologia en M. nigripes mostraron respuestas
positivas como las a lo estudiado en otros grupos de coledpteros, dando pie
a futuras investigaciones con EAG.
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