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RESUMEN. Se presenta el primer registro sobre la descripcion anatomica del sistema olfativo de la larva (“gallina
ciega”) de un coledptero Melolonthidae distribuido en México. Se emplearon larvas de tercer estadio de Macrodactylus
nigripes (Bates) colectadas en zonas agricolas del estado de Puebla. Se identificaron las estructuras basicas del sistema
nervioso central de M. nigripes como son el protocerebro, el ganglio cefélico, los I8bulos protocefalicos, el
deutocerebro y los lébulos épticos. Asi como doce segmentos ganglionares. El nimero de conexiones nerviosas es
mayor hacia las estructuras mandibulares, por lo que su importancia podria hipotetizarse como mayor a las
mandibulares. Asi mismo, se encontraron conexiones que se dirigen a las antenas, por lo que a este nivel de desarrollo,
los individuos estan capacitados para captar los estimulos quimicos que se encuentran en la rizésfera. El sistema de las
larvas es simple y no se observan desarrollados el cuerpo de seta y otras estructuras observables en los adultos en el
arreglo del sistema olfativo de M. nigripes. Existe la probabilidad que haya una transicion natural hacia una
complejidad morfoldgica en adultos, y un esquema de comunicacion quimica similar en ambos estados.
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Identification of structures related to the olfactory system of "'white grubs™ (Coleoptera:
Melolonthidae) of a species distributed in Mexico

ABSTRACT. The first anatomical description on the anatomical description of the olfactory system of the larvae
("white grubs™) of a coleopteran Melolonthidae distributed in Mexico is shown here. In this case, is employed larvae
of third stage of Macrodactylus nigripes (Bates) collected in areas agricultural of the State of Puebla. In general, with
dissections, the basic structures of the insect central nervous system were identified as the protocerebrum, the cephalic
ganglion, the lobes are, protocephalic, the deutocerphalic region and the optic lobes. There were also twelve ganglion
segments observed; first, the head circumference, extend three branches towards the jaw structures. The olfactory
neural connections of the larvae are directly connected to the sensory epithelia of the antenna, which are located in the
first antennal segments. The anatomical organization of the structures that make up the olfactory system of these larvae
shows that at this stage of their life cycle, individuals are trained to capture the chemical stimuli that are found in the
environment. It is suggested that there is consistency in the arrangement of the olfactory system of M. nigripes of white
grubs and adults, with a natural transition to a morphological complexity in the latter, though a scheme of similar
chemical communication in both cases.
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INTRODUCCION

Numerosos estudios acerca del sistema olfativo en larvas de distintas especies de insectos
apuntan a que éstas poseen la capacidad de registrar y discernir entre distintos compuestos emitidos
al ambiente (Marin-Loaiza y Céspedes, 2007). Los insectos que viven en el suelo estan provistos
de organos especializados en la recepcion de estimulos visuales y quimicos (olfativos), los cuales
les sirven para la busqueda de alimento (Méndez-Aguilar et al., 2008; Branson, 1982).
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Al momento, se tiene conocimiento generado por Méndez-Aguilar et al (2008) en larvas de
tercer estadio de Phyllophaga ravida (Blanchard) y Phyllophaga tumulosa (Bates), donde
evaluaron las respuestas positivas hacia raices de tomate verde, maiz y frijol, siendo el primer
estudio en su tipo acerca de los volatiles de plantas involucrados en la rizosfera.

Referente al sistema nervioso de larvas de coledpteros, se tiene registrado que durante el
desarrollo larvario de Tenebrio molitor (Linneo), varios segmentos de la cadena ganglionar que
forma parte del sistema nervioso se fusionan en la fase de imago (Ullman, 1966).

Con respecto al estudio del sistema olfativo para este grupo de escarabajos, Unicamente se tiene
reportado que para adultos de M. nigripes la region central del protocerebro medio cuentan con
estructuras conocidas como “cuerpos de seta” o “cuerpos fungiformes”, presentes en todos los
insectos, cuya interaccion se ve mediada por sustancias emitidas por congéneres o volatiles de
plantas. En la porcion lateral del cuerpo de seta se encuentran los 16bulos olfativos, los cuales se
encargan de llevar la sefial recibida en las antenas del insecto (Martinez-Bonilla et al., 2014).

Con el presente trabajo se pretende generar informacion sobre el esquema de recepcion de larvas
M. nigripes, a partir del estudio del sistema nervioso y olfativo de larvas de esta especie, con el fin
de identificar las estructuras involucradas en la recepcion de estimulos quimicos provenientes del
medio externo y proponer criterios que promuevan nuevas investigaciones comparativas para el
desarrollo completo de esta especie y en la basqueda de criterios para establecer alternativas para
el manejo de especies de este género a nivel larvario con base en el uso de atrayentes alimentarios.

MATERIALES Y METODO

Zona de estudio y obtencion de larvas. La recolecta de larvas de M. nigripes se llevo a cabo
en una parcela de maiz ubicada en el municipio de Huejotzingo, Puebla (19° 9’ 34.02" N, 98° 24’
26.42" W, 2267 msnm). Los especimenes se obtuvieron por medio de capturas manuales directas
en los monolitos de suelo de 50 x 50 x 50 cm obtenidos al excavar en los alrededores de las plantas
cultivadas.

El muestro fue dirigido, en las zonas que el productor habia detectado dafios en el cultivo. Las
larvas recolectadas se colocaron en recipientes de plastico de 1 I, los cuales contenian en su interior
sustrato de los mismos monolitos, para su traslado al Laboratorio de Entomologia.

Las larvas colectadas se colocaron junto con la materia de la que se estan alimentando, en cajas
de Petri, en frascos (de 250 ml). Se identificaron a nivel de especie con base en los criterios
establecidos por Aragén-Garcia et al. (2010). Se procedi6 a colocarlas individualmente, ya que dos
0 maés larvas juntas podrian hacerse dafio. Se les administro aserrin como alimento. Se revisaron
una vez por semana, para renovarles el alimento y mantenerles una humedad similar a la existente
cuando fueron recolectadas

Los individuos muertos se fijaron en solucion Pampel para que las estructuras de valor
taxondmico se puedan conservar. Posteriormente, las larvas se colocaron en alcohol al 70 % para
preservarlas.

Disecciones. Se emplearon siete larvas de M. nigripes (n = 7), las cuales fueron seleccionadas
por mostrar una apariencia externa sana. Con ayuda de un microscopio estereoscopico (Nikon SMZ
660®), se efectud una abertura con pinzas rectas de cirugia oftdlmica en la parte dorsal del cuerpo
de la larva, fijandola a la cAmara de diseccion con alfileres; el tejido se fijo con dos alfileres y fue
desprendido de manera longitudinal en la camara de diseccion (Fig. 1).

Con las pinzas se llevo a cabo un corte vertical y transversal de la cuticula de la capsula cefalica
de cada una de las larvas, con el fin de apreciar las estructuras y 6rganos internos.

Inmediatamente, se colocan 3 ml de solucion salina (Zorovic y Hedwig, 2011) en la camara de
diseccion, de manera que cubriera todo el tejido interno de la larva; esto para que la muestra no se
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dafara y pudiera apreciarse bajo microscopio. Se removio el tejido adiposo que sobresalia debajo
de laregion dorsal, de tal forma que pudiera ser visible el tejido nervioso. Posteriormente, se extrajo
gran parte del sistema olfativo y nervioso de cada individuo para conservarlos en alcohol al 70 %
en tubos Eppendorf.

Figura 1. A. Sistema nervioso de Macrodactylus nigripes. El sistema
nervioso (a) se encuentra en posicién ventral respecto al sistema digestivo
por lo que se aprecia en esta figura tras el retiro de este Gltimo. En el panel
A, el sistema nervioso se encuentra parcialmente cubierto en su porcion
cefalica, mientras que en B se le ha expuesto en su totalidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con los primeros cortes de la cuticula de la region dorsal del cuerpo de las larvas, fue posible el
observar el tubo digestivo y tejido adiposo abundante (Fig. 1). Después de retirarlos, se observo el
sistema nervioso central de la larva, sin embargo, constatando que no existe una consistencia en la
presencia de las estructuras observadas en adultos de M. nigripes. Se observaron doce segmentos
ganglionares, sobresaliendo ramas nerviosas, donde la rama gruesa se dirige hacia la mandibula y
las delgadas a las antenas. Por debajo de las maxilas, parte del primer segmento ganglionar se
encuentra en contacto directo con las antenas de la larva. Es evidente una elongacién compuesta
por tres segmentos ganglionares principales. EI segmento terminal posee ramificaciones con
direcciones diferentes. Las conexiones neuronales olfatorias de las larvas se conectan directamente
hacia los epitelios sensoriales de la antena, los cuales se sitian en los primeros segmentos
antenales. El sistema nervioso esta formado por una cadena de ganglios contiguos entre si, cuya
separacién entre ellos es méas notoria para los ganglios de mayor tamario ubicados hacia la porcion
cefalica.

Es importante resaltar la dimension reducida de la cadena ganglionar con respecto de la longitud
corporal.

En los especimenes analizados se observd un nimero conservado de 12 (XII) ganglios que
disminuyen en tamario en la direccion antero-posterior. Del ganglio cefalico se extienden tres
ramas pares que se dirigen a las mandibulas, los palpos y las antenas, no se aprecia para este
aumento la rama Optica que es muy pequefia. De los ganglios de tamafio intermedio (11 a 1V) surgen
las ramas nerviosas que inervan las patas del animal. De los ganglios 1V al XII se proyectan
maltiples ramas nerviosas que se dirigen a los distintos segmentos corporales, los ganglios IV y V
inervan los segmentos intermedios mientras que ganglios caudales se conectan con porciones
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respectivamente mas caudales (Fig. 2). Los ganglios X1 y XII se encuentran semifusionados. Se
observaron los tibulos del sistema hemolinfatico que irrigan al sistema nervioso (Fig. 3).

0.5 mm

Figura 2. Vista ventral (A) y dorsal (B) del sistema nervioso de M. nigripes. En los especimenes
analizados (n=7) se observé 12 ganglios (I a XII). Nétese la reduccion de tamafio de éstos,
iniciando desde la region anterior. Se observan ramificaciones que invervan el ganglio cefalico (1),
las que se dirigen hacia las mandibulas (a), los palpos (b) y las antenas (c). En m se muestra una
ramificacién nerviosa que inerva las patas a partir de los ganglios IV al XII. Se nota una
semifusion de los ganglios X1 y XII. Se indican también los tbulos del sistema hemolinfatico (t).

1 mm

Figura 3. Vista lateral (A) y dorsal (B) del sistema nervioso de M. nigripes. En A se indican los
ganglios (I a XII), tubulos hemolinfaticos (t) y ramas nerviosas (rn), obsérvese que el sistema
nervioso no es tridimensionalmente plano dada la curvatura entre los ganglios | y 11, asociada con
la entrada al segmento cefalico del animal. En B se muestran algunas de las ramas nerviosas largas
que van desde el sistema nervioso ubicado rostralmente hasta las porciones mas caudales del
animal, cubriendo distancias mayores a los 10 mm.

La organizacion anatomica de las estructuras que conforman el sistema olfativo de estas larvas
muestra que en esta etapa de su ciclo biologico, los individuos podrian estar capacitados en la
recepcion de estimulos quimicos, como se ha mostrado en Drosophila melanogaster. Se sugiere
que el sistema olfativo de la larva es simple, formado de estructuras ganglionares y no se observan
las estructuras caracteristicas del sistema de los adultos.
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El arreglo del sistema nervioso y olfativo de la larva de M. nigripes es similar al indicado para
larvas de Tenebrio molitor (Ullman, 1966). De acuerdo a lo demostrado para el protocerebro del
adulto de M. nigripes, las larvas presentaron una disposicion similar a éste, pudiendo observar los
I6bulos dpticos y una reduccion de los I6bulos olfativos. También se identificé el ganglio cefalico.
La disposicion de los I6bulos olfativos corresponden a lo previamente reportado por Martinez
Bonilla et al. (2014) para adultos de esta misma especie, donde los I6bulos olfatorios se encuentran
en la parte superior derecha del ganglio subesofagico, inervando directamente a la antena. Hacia
los laterales de los I6bulos olfativos se desprende una rama que posteriormente se bifurca para
inervar a las antenas y las maxilas.

Las larvas presentaron estructuras con una posible importancia en cuanto a la recepcion de
estimulos mecanicos externos y de la transduccidn de éstos hacia el ganglio cefélico.

El nivel de complejidad en la disposicion del sistema nervioso central en larvas es simple, como
lo descrito por Stocker (2001) y Stocker y Lawrence (1981), donde se mostré que las larvas de
Drospohila melanogaster cuentan con un sistema nervioso con un nivel de complejidad bésico.

En este mismo estudio, se obtuvo que el mapeo de diferentes sensilas sensibles a “olor” estan
directamente contactadas con células nerviosas que traducen la sefial emitida por un estimulo
mecanico del medio, y que las terminales nerviosas que sobresalen al escindir la antena de larvas
podrian ser las responsables de este mecanismo. Por lo que en el presente trabajo se puede
hipotetizar que seguiria el mismo patrén.

La orientacién del sistema olfativo sigue el patron descrito por Ullman (1966), el cual consiste
en que cada lobulo presente en el protocerebro se extiende de manera dorso ventral al ectodermo.

Es importante sefialar que a diferencia de la segmentacion de los ganglios nerviosos de adultos
de otros grupos de insectos, en Macrodactylus estos ganglios no estdn fusionados, sino que,
probablemente durante su desarrollo larvario y de pupa, éstos se fusionan. Este mismo principio
obedece al propuesto por Wheeler et al. (2001) para el desarrollo de adultos de luciérnagas Luciola
gorhami (Ritz), donde los ganglios toracicos primero y tercero se fusionan. Esto debido a que la
evolucion temprana en los insectos es crucial para desarrollar el vuelo (Wheeler et al., 2001).

Yeates et al. (2002) mostraron que la fusion del segundo y tercer ganglio toracico son mas
prevalentes que la union del primero y segundo ganglio toracico en el estado adulto de L. gorhami.
Por ello, posiblemente estos ganglios se fusionen al término del desarrollo como imago.

CONCLUSION

Este estudio del sistema olfativo de M. nigripes ha permitido tener un primer acercamiento a las
estructuras involucradas en la transduccion de las sefiales de quimiorrecepcion de volatiles y
atrayentes, permitiendo obtener informacion béasica de la morfologia de larvas y que dan pie a
nuevos estudios acerca del comportamiento alimentario de éstas en la rizdsfera, asi como
complementar aspectos de interés para el esquema de atraccion alimentaria de insectos del género
Macrodactylus y de la familia Melolonthidae, asi como alternativa en el manejo agroecolégico de
esta especie en su estado larvario tomando en cuenta que responden a los volatiles liberados por
las raices.
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