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NOTA TECNICA

Aristébulo Lopez-Avila' y
Diego Fernando Rincon’

ABSTRACT

Designing an airflow olfactometer for
measuring medium- and small-sized
insects’ olfactory responses

Airflow olfactometers are used in studies
orientated to detection and measuring attrac-
tion responses of insects to olfactory cues
from long and medium distances. An airflow
olfactometer of four ways was designed for
detecting responses of medium and small
size insects. In order to test the performance
of the device, two experiments were carried
out. The response of gravid females of the
Guatemalan potato moth, Tecia solanivora,

to odors from whole potato plants or with
different organs detached, was studied. It
was found that more than 60% of the moths
responded positively to any of the evaluated
volatiles. Some recommendations are also
made respecting future studies on the beha-
viour of T. solanivora.

Key words: anaemotaxis, chemical ecology,
volatile compound, host finding,
olfactometry, ethology.

Disefio de un olfatdmetro de flujo de aire para
medir respuestas olfativas de insectos de tamafio

mediano y pequefo

RESUMEN

Los olfatémetros de flujo de aire se usan para detectar y medir respuestas de atrac-
cion de los insectos ante sefales olfativas provenientes de distancias largas y media-

nas. Se disend un olfatometro de flujo de aire de cuatro vias capaz de detectar dichas
respuestas en insectos medianos y pequefios. El funcionamiento del dispositivo
se prob6 mediante dos experimentos en los que se midi¢ la respuesta de hembras
gravidas de la Polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora, a olores provenientes
de plantas de papa completas o con diferentes 6rganos removidos. Se encontrd que,
en promedio, mas del 60% de las polillas respondieron positivamente hacia alguno

de los tratamientos evaluados. Ademas, se presentan recomendaciones para futuros

experimentos enfocados en el estudio del comportamiento de las hembras de T. sola-

nivora.

Palabras clave: Anemotaxis, ecologia quimica, compuestos volatiles, localizaciéon de

hospederos, olfatometria, etologia.
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INTRODUCCION

LA PERCEPCION MEDIANTE el olfato es
un proceso de gran importancia para
los insectos porque esta involucrado en
los patrones de comportamiento mas
importantes como son la alimentacién,
la oviposicion y la busqueda de pareja,
entre otros. Especificamente, se ha enfa-
tizado en la importancia de la percep-
cion de determinadas sustancias vola-
tiles provenientes de las plantas que
sirven para orientacion hacia los sitios
de oviposicion en lepiddpteros monoé-
fagos y oligofagos (Ramaswamy, 1988;
Renwick y Chew, 1994; Heard, 1999).
El estudio de los mecanismos implica-
dos en la localizacién de los diferentes
recursos por parte de insectos fitéfagos
con algun grado de especializacion es de
gran importancia para entender la eco-
logia y la evolucién de las interacciones
entre plantas e insectos (Ehrlich y Raven,
1964; Murlis et al., 1992). Estos procesos
pueden ser estudiados mediante olfato-
metros, que son equipos de laboratorio
disefiados para medir la capacidad de
los animales para percibir diferentes aro-
mas y sustancias dispersas en el aire.

La mayor parte de los disefios de olfa-
tometro empleados en ecologia quimica
se usan en entomologia para estudiar las
respuestas de atraccion olfativa de insec-
tos hacia diversas fuentes. Se diferencian
dos tipos generales de disefio para los
olfatémetros: los de flujo de aire y los

de aire estatico. Los primeros se usan en
estudios encaminados a la detecciéon y
medicién de respuestas de atraccion de
insectos a sefales olfativas emitidas en
distancias largas y medianas, ya que per-
mite evaluar conductas de anemotaxis
desencadenadas por aromas contenidos
en una corriente de aire. Por su parte,
los olfatometros de aire estatico se usan
para medir respuestas quimiotactiles u
olfativas a cortas distancias o en situa-
ciones en donde las senales quimicas se
difunden en el espacio sin ser transpor-
tadas por una corriente de aire.

Los olfatémetros de flujo de aire
requieren de un sistema que permita
la circulacién continua de aire dentro
del dispositivo. Los disefios para este
tipo de olfatémetro son muy diversos;
sin embargo, pueden diferenciarse tres
modelos basicos: 1) tanel de viento, 2)
tubo en Y’, y 3) de cuatro vias. El olfato-
metro de tinel de viento consiste en una
camara alargada con la fuente de olor en
uno de los extremos y una corriente de
aire que pasa por ésta y se dirige hacia
el otro extremo, en donde se ubican los
insectos. Gracias a la amplitud de la
camara, este tipo de olfatometro permite
medir la atraccién de insectos de amplia
capacidad de vuelo hacia distintas fuen-
tes de olor. No obstante, este dispositivo
permite evaluar sélo un tratamiento a la
vez, lo que complica las interpretaciones
en estudios de preferencia de olores.
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Los olfatémetros de tubo en ‘Y’ son
los més comunes. En éstos, los insectos
tienen la posibilidad de elegir entre aire
cargado de olor (tratamiento) y aire libre
de olor (control) o entre dos fuentes de
olor distintas. Sin embargo, este tipo de
disefio ha sido ampliamente criticado
en razoén a que las plumas de olor se
mezclan generando turbulencia en el
punto en donde se encuentran los dos
brazos del olfatometro. Adicionalmente,
la zona de decisién no es lo suficiente-
mente amplia como para garantizar una
escogencia olfativa del insecto. Por este
motivo, en los olfatdmetros de tubo en
"Y' pueden presentarse resultados no
concluyentes como consecuencia de des-
plazamientos erraticos o de respuestas
de anemotaxis comunes hacia las dos
corrientes circulantes que pueden atraer
a los insectos hasta mas adelante de la
zona de decisién para, posteriormente,
verse atrapados en el brazo equivoca-
do. Adicionalmente, experimentos rea-
lizados con olfatdmetros de tubo en ‘Y,
en los que se hizo circular corrientes
de aire sin olores por ambos brazos,
demostraron que algunas especies de
insectos presentan tendencias a preferir
una direccion sobre otra (Van Alphen y
Jervis, 1996).

El primer disefio de un olfatémetro de
flujo de aire de cuatro vias fue desarro-
llado por Pettersson (1970) para estudiar
respuestas de afidos a feromonas sexua-
les. Este tercer tipo de disefio consiste
esencialmente de una camara princi-
pal con cuatro brazos equidistantes uno
del otro. El aire fluye hacia la camara
principal simultdineamente a través de
los cuatro brazos, que a su vez estan
conectados a los respectivos recipientes
que contienen los aromas que se quieren
evaluar. Los insectos son ubicados en el
centro de la camara desde donde pueden
elegir por la corriente mas atractiva. Los
olfatémetros de flujo de aire de cuatro
vias no presentan las desventajas de
los tubos en ‘Y’, puesto que la cdmara
principal permite una mayor extensioén
en el area de la zona de decision y el sis-
tema hipobdrico que se implementa en
dicha camara para provocar el flujo de
aire desde los recipientes con las fuentes
de aroma hacia los brazos, succiona las
mezclas de olor que se puedan presentar
en el centro de la camara. Sin embargo,
el diseno de olfatometros de flujo de
aire de cuatro vias se ha aplicado en su
mayoria a la construcciéon de disposi-
tivos para el estudio de respuestas de

atraccion de insectos pequenos y de baja
o nula capacidad de vuelo como afidos y
algunos dipteros y microhimendpteros.
Ademas, estos disenios se han utiliza-
do para evaluar feromonas sintéticas o
extractos Vegetales, por lo que no per-
miten el estudio de fuentes de olor de
tamario considerable como plantas vivas
o partes de estas (Pettersson, 1970; Vet et
al., 1983; Crook y Mordue, 1999).

En este trabajo se presenta un nuevo
disefio de olfatometro de flujo de aire
de cuatro vias que permite evaluar la
respuesta de insectos de mayor tamarno
que lo que permitian disefios anteriores.
Ademas, permite utilizar fuentes de olor
de tamano considerable como plantas
vivas o partes de éstas. El dispositivo
se probd mediante dos experimentos en
donde se utilizaron plantas de papa crio-
lla (Solanum phureja) y hembras gravidas
de la Polilla guatemalteca de la papa
Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechii-
dae). Este microlepidoptero, conside-
rado una de las principales plagas del
cultivo de la papa en Centroamérica y
el Norte de Suramérica, presenta una
relacién muy estrecha con la planta de
papa debido a que el tubérculo es la
Unica fuente de alimentacion conocida
para sus larvas (Casados 1984; Salazar y
Escalante, 1984; L(’)pez-AVila, 2000). En
los dos experimentos realizados en este
trabajo se encontré que mas del 60% de
las polillas hembra respondieron hacia
alguna de las fuentes de olor evaluadas.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrolld en el Laboratorio
de Ecologia y Comportamiento de Insec-
tos del Programa de Manejo Integrado
de Plagas de CORPOICA, ubicado en
el Centro de Investigacién Tibaitata. El
olfatometro se disefié con base en mode-
los similares previamente descritos por
Pettersson (1970), Vet et al. (1983) y
Turlings et al. (2004). Se utiliz6 acrilico
para la construccion de las camaras y
mangueras de poliuretano para la con-
duccién del aire. Para la corriente de aire
se uso la linea de alta presion del labo-
ratorio. Los accesorios complementarios
se detallan en la seccién de resultados y
discusion.

Evaluacion del equipo

Para evaluar el equipo se disefiaron dos
experimentos utilizando plantas de papa

criolla (Solanum phureja) y hembras
gravidas de la polilla guatemalteca de
la papa T. solanivora. En los experimen-
tos se usaron plantas de papa criolla
en estado de floraciéon sembradas en
materas. A estas plantas se les retiraron
diferentes 6rganos dejando tinicamente
los correspondientes a cada uno de los
tratamientos. En el primer experimen-
to los cuatro tratamientos consistieron
en: follaje, flores, cuatro tubérculos de
papa criolla sembrados a 5 cm de pro-
fundidad en una matera y un control
que consistié en una matera con tierra
pero sin material vegetal. En el segun-
do experimento se establecieron cuatro
tratamientos: una planta completa, una
planta a la que se le retiré el 50% del
follaje, un arrume de 10 tubérculos de
papa criolla medianos, y un control
que consistié en una corriente de aire
libre de olores.

Los experimentos fueron realizados
teniendo en cuenta las horas del dia de
mayor actividad de la Polilla guatemal-
teca (Corredor y Florez, 2003; Torrado-
Ledn, 2004: durante las primeras horas
de luz en el dia (entre las 5:00 y las
8:00 horas) y durante las altimas horas
de luz en la tarde (entre las 17:00 y las
19:00 horas). Cada sesion consistioé en
la exposicion de 30 hembras gravidas
de T. solanivora a la emanaciones vola-
tiles provenientes de las estructuras
ubicadas dentro de las camaras colec-
toras del olfatdmetro. Dentro del tubo
dispensador se permitié un periodo
de ambientacion de los insectos de
cinco minutos antes del inicio de cada
sesion. Se realizaron tres repeticiones
cambiando los insectos y las fuentes de
olor. Se registr6 el nimero de polillas
en cada sector de la camara principal
del olfatometro cada 30 minutos.

Para el analisis estadistico se utiliza-
ron los conteos de polillas observados
en los brazos de camara principal del
olfatémetro. Se obtuvo el promedio de
polillas en cada uno de los brazos que
contenian los tratamientos y se efectud
un ANAVA para cada experimento.
Posteriormente, se realizé una prueba
de Tukey (a= 0,01), mientras los ana-
lisis fueron ejecutados utilizando el
software R” version 2.5.1 (2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion del equipo

El olfatémetro disefiado consta de tres
componentes principales y algunos
accesorios. Los componentes principa-
les consisten en: 1) una camara princi-
pal en donde se depositan los insectos
a evaluar (Figura 1e); 2) cuatro camaras
colectoras en donde se introducen las
fuentes de olor (Figura 1d); y 3) un
repartidor de aire (Figura 1c). La cama-
ra principal es un cilindro de acrilico
de 10 cm de alto por 25 cm de didmetro
dividido en cuatro sectores mediante
tabiques semicirculares; posee cuatro
brazos laterales que consisten en tubos
de 30 cm de largo por 4 cm de didmetro
y un tubo dispensador de insectos de
20 cm de largo por 7,6 cm de diame-
tro ubicado en el centro de la camara.
Este tubo tiene la facilidad de subir y
bajar lo que permite que, durante el
tiempo de ambientacidn, los insectos
permanezcan confinados en la parte
central de la cdmara principal. Cuando
el tubo dispensador se sube, este fun-
ciona como un extractor que, a manera
de chimenea, extrae las mezclas de olo-
res que se puedan presentar en el centro
de la camara principal. En el extremo
distal de cada uno de los brazos de la
camara principal se instalé un tapén de
caucho a través del cual entra una punta
plastica para micropipeta (101-1.000 uL
Brand®) que funciona como dispensa-
dor de olores.

Cada camara colectora (Figura 1d)
consiste en un cilindro de acrilico de

50 cm de alto por 25 cm de diametro,
sellado en sus extremos superior e
inferior mediante una tapa adecuada
con empaques de presion para evitar
cualquier escape de aire. Poseen ade-
mas dos orificios circulares opuestos
de 2,5 cm de diametro, uno en la parte
inferior y el otro en la parte superior.
El repartidor de aire (Figura 1c) es un
cubo hueco de hierro de 3 cm de lado,
con un agujero de entrada en la parte
superior y cuatro de salida ubicados en
cada una de las caras laterales, y equi-
distantes del agujero de entrada para
asegurar una distribuciéon equitativa
del aire; el repartidor de aire se fija con
tornillo sobre un tripode. Esto permite
su ubicacién central y equidistante
respecto a las fuentes de olor. Para el
transporte de las corrientes de aire, se
utilizaron mangueras de poliuretano
de 10 mm de diametro en el trayecto
entre la toma de aire del compresor y
el repartidor y de 8 mm de didmetro
entre las salidas del repartidor de aire
y los agujeros inferiores de las cAmaras
colectoras, asi como entre las camaras
colectoras y los respectivos brazos de
la cdmara principal.

Adicionalmente, el olfatdmetro cons-
ta de tres componentes accesorios en
el recorrido entre la toma de aire y el
repartidor de aire asi: un manémetro con
regulador de flujo, un filtro de carbén
activado y una trampa de agua.

Funcionamiento del equipo

El aire proveniente del compresor pasa
inicialmente por el filtro de carbén acti-

Figura 1. llustracion del olfatémetro de flujo de aire de cuatro vias: a) linea de alta presion de aire
(comprersor) y filtro de carbén activado; b) trampa de agua; c) repartidor; d) cdmaras colectoras; e)
camara principal. Las flechas indican el recorrido del aire (dibujo digital por C. Pinto).
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vado (Figura 1a) que remueve cualquier
olor o impureza, luego pasa por la tram-
pa de agua (Figura 1b) que le restituye la
humedad. Posteriormente, el flujo de aire
ingresa al repartidor (Figura 1c) el cual
distribuye equitativamente la corriente
hacia las cuatro mangueras neumaticas
que conectan por la parte inferior con las
cuatro camaras colectoras (Figura 1d).
En estas camaras el aire se mezcla con
las emanaciones volatiles emitidas por
las respectivas fuentes de olor y sale por
la parte superior hacia los brazos de la
camara principal (Figura le).

El ingreso de flujo hacia los bra-
zos de la camara principal se da por
medio de los dispensadores de olores,
las cuales generan corrientes delgadas
de aire (plumas) y evitan que los insec-
tos pasen a través de las mangueras.
Las corrientes de aire mezcladas con
los respectivos olores, son dirigidas por
los surcos conformados por los tabiques
semicirculares hasta la parte central de
la camara principal. La disposicion de
estos tabiques evita que las corrientes
de aire se dispersen dentro de la cama-
ra permitiendo la conformacién de un
gradiente de concentracion de volatiles
proveniente de cada uno de los dispen-
sadores de olores.

Los insectos a evaluar se depositan
en la parte central de la cdmara prin-
cipal mediante el tubo dispensador
que debe estar introducido hasta el
fondo de la cdmara durante el periodo
de ambientacién de los insectos. Una
vez se levanta el tubo dispensador
para iniciar el experimento, los insec-
tos tienen la posibilidad de elegir el
brazo de la cdmara de donde provie-
ne el olor mas atractivo. Gracias a la
forma, ubicacion y facilidad para subir
y bajar el tubo dispensador de insectos,
éste sirve ademas como chimenea para
permitir la salida del aire de la parte
central de la camara principal y evitar
la mezcla de los olores provenientes de
los tratamientos. Con el fin de facilitar
el reporte de la ubicacién de los insec-
tos dentro de la camara principal del
olfatometro, cada brazo fue dividido
en cuatro sectores (L1, L2, L3 y L4). El
primero, L1, corresponde al surco de la
camara principal formado por los tabi-
ques anterior al ingreso de cada tubo,
L2 corresponde al primer segmento del
tubo, L3 al intermedio, y el cuarto, L4,
al sector mas proximo al dispensador
de olores (Figura le).
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Evaluacion del equipo

Los resultados de los dos experimentos
mostraron que el olfatometro permitié
detectar la respuesta de atraccion de las
hembras gravidas de Tecia solanivora hacia
los diferentes tratamientos evaluados.

En el primer experimento se encon-
traron diferencias significativas entre los
tratamientos (F= 11,02; gl= 3; P<0,001).
En efecto, una menor cantidad de poli-
llas eligieron la corriente de aire que
contenia los volatiles emitidos por los
tubérculos, mientras que no se encontra-
ron diferencias entre el resto de los trata-
mientos (Tabla 1). En este experimento,
las polillas que eligieron alguno de los
tratamientos evaluados correspondieron
al 60,63% del total de polillas evaluadas.

En el segundo experimento se obser-
varon diferencias significativas entre los
tratamientos (F= 10,79; gl= 3; P<0,001).
Los tratamientos correspondientes a
plantas completas y plantas cortadas
mostraron medias significativamente
mayores que aquellos correspondientes
a tubérculos y control (Tabla 2). En este
experimento, en promedio, un 64,46% de
las polillas respondieron hacia alguno de
los tratamientos evaluados.

Los experimentos realizados demues-
tran la eficacia del olfatdmetro disefiado
en la deteccion de respuestas olfativas en
microlepiddpteros. Esto se evidencia en
el porcentaje de polillas que respondieron
hacia los tratamientos. Por otra parte, pese

a que se observaron diferencias significa-
tivas entre los tratamientos, no es posible
sacar conclusiones definitivas con respec-
to al comportamiento de las hembras de
T. solanivora frente a los volatiles emitidos
por la planta de papa. Sin embargo, los
resultados dilucidan tendencias como la
influencia de las sustancias volatiles emi-
tidas a consecuencia del dafio fisico y la
atraccion hacia las plantas que mantuvie-
ron la proporcion natural de sus érganos,
que pueden tenerse en cuenta para futu-
ros experimentos encaminados compren-
der el comportamiento de oviposicion de
T. solanivora.

Se recomienda realizar experimentos
con fuentes de olor de eficacia compro-
bada en la atracciéon de insectos (tipo
feromonas sexuales sintéticas), a fin de
detectar posibles errores en los procedi-
mientos realizados, ya que es necesario
sefialar que la metodologia utilizada es
novedosa y que pueden existir factores
relacionados con el manejo de los insectos
o con el disefio del olfatémetro que hayan
provocado un incremento en la variabili-
dad no explicada de los experimentos.

CONCLUSIONES

El olfatémetro presentado permite detec-
tar y evaluar respuestas olfativas de
microlepidépteros como Tecia solanivora,
ya que el disefio se ajusta al tamafio y
capacidad de vuelo de estos insectos.
Asi mismo se espera que el olfatome-

Tabla 1. Resultados del experimento 1 en el que se evaluaron partes de plantas de papa criolla

sembradas en materas.

Tratamiento

Promedio de polillas en los sectores L3 y L4*

Plantas con follaje
Plantas con flores
Tubérculos
Control

4.61a
5,452
3,37b
4,76a

*Promedios seguidos de la misma letra no presentan diferencias significativas. (o= 0,01; P<0,001).

Tabla 2. Resultados del experimento 2 en el que se evaluaron plantas de papa criolla sembradas
en materas para establecer el efecto del corte de los 6rganos.

Tratamiento

Promedio de polillas en los sectores L3 y L4*

Planta completa
Planta con cortes
Tubérculos
Control

514a
6,11a
3,52b
3,37b

*Promedios seguidos de la misma letra no presentan diferencias significativas. (o= 0,01; P<0,001).

tro funcione en igual forma con otros
insectos de tamafios medianos como las
demas especies de polillas de la papa o
mas pequefos como microhimenodpteros
parasitoides. Este disefio de olfatémetro
permite la evaluaciéon de fuentes de olor
de mayor tamafo que las que se utili-
zan en los olfatébmetros convencionales,
como plantas completas o partes de
éstas.
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