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Las antenas y el sentido térmico de la vinchuca
Triatoma infestans (Heteroptera: Reduviidae)

Tesis Doctoral de Graciela B. Flores

Dirigida por Claudio R. Lazzari

Resumen

Se estudid el sentido térmico de la chinche hematédfaga Triatoma infestans para
dilucidar la funcién de las antenas en la orientacion espacial y en la evaluacion de las
propiedades de una fuente de calor. Los resultados demuestran que la funcién de
termorreceptores especificos para distintos comportamientos en los que la clave térmica
es relevante depende de la localizacidén anatémica. Bajo ciertas circunstancias, otros
receptores de calor pueden asumir la funcion de aquellos localizados en las antenas. Sin
embargo, la falta de la entrada antenal altera la respuesta comportamental.

El analisis del papel de las antenas durante la aproximacion hacia una fuente de
calor permitid definir dos mecanismos de orientacion: la felotaxis, que opera a distancia y
la tropotaxis, que actua en proximidad. El cambio de un mecanismo a otro ocurre
abruptamente, a una distancia de 1,5-2 cm de la fuente, aun en ausencia de una de las
antenas y con la informacidn térmica como unica clave.

El estudio de la dinamica de los movimientos antenales en insectos suspendidos
revelo la existencia de patrones definidos diferentes durante la aproximacion a una fuente
de calor. Durante la fase de locomocion, los insectos despliegan movimientos suaves y
coordinados. En contraste, durante las fases detencion las antenas exhiben movimientos
sacadicos y con cambios de direccidon abruptos. Sobre esta base, proponemos que las
antenas son usadas como “instrumentos de medicion” de las discontinuidades térmicas.

La respuesta comportamental de las vinchucas frente a fuentes térmicas de distintos
tamafios aparentes, obtenidos variando el area emisora de la fuente o la distancia entre la
fuente y el insecto, revel6 una correlacion positiva, estadisticamente significativa, entre el
angulo de apertura antenal y el angulo subtendido por la fuente. Con estos resultados se
construyd un modelo para explicar el mecanismo por el cual las vinchucas reconocen a
sus hospedadores utilizando sélo el calor que éstos emiten.

Palabras Clave

Triatoma infestans, comportamiento, sentido térmico, orientacién, antenas,
termorreceptores, Mal de Chagas.



The antennae and the thermal sense in the haematofagous bug
Triatoma infestans (Heteroptera: Reduviidae)

Dissertation by Graciela B. Flores

Supervised by Claudio R. Lazzari

Abstract

The thermal sense of the haematophagous insect Triatoma infestans was studied to
elucidate the role of the antennae in spatial orientation and in the evaluation of the
properties of the thermal source.

The results demonstrate that the function of specific thermoreceptors involved with
those behaviours for which the thermal cue is important depends on anatomical location.
Under certain circumstances other heat receptors can assume the function of those located
on the antennae. Nevertheless, the lack of the antennal input alters the behavioural
response.

The analysis of the role of the antennae during the approach to a themal source
made it possible to define two mechanisms of orientation: felotaxis, which acts at a
distance and tropotaxis which acts in proximity. The shift from one mechanism to the
other occurs abruptly at a distance of 1.5-2 cm from the source even in the absence of one
of the antenna and with thermal information as the only cue.

The study of the dynamics of antennal movements in suspended insects revealed
the existence of defined and different patterns during the approach to a thermal source.
During the walking phases the insects display smooth and co-ordinated movements. In
contrast, during the standing phases the antennae exhibit saccadic movements with
sudden changes of direction. On this basis, we propose that the antennae are “measuring
instruments” for thermal discontinuities.

The behavioural response of the insects to thermal sources of differing apparent
sizes, obtained by varying the area of the emitting surface or its distance from the insect,
revealed a statistically significant positive cormrelation between the antennal opening and
the angles subtended by the sources. A model was constructed with these results to
explain the mechanism by which the insects recognise their host by using only their
emitted heat.

Key Words

Triatoma infestans, behaviour, thermal sense, orientation, antennae, thermorreceptors,
Chagas' disease.
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La vinchuca Triatoma infestans y la enfermedad de Chagas

La vinchuca Triatoma infestans es el principal vector del Mal de Chagas en
Sudamérica (Lent y Wygodzinsky 1979, Zeledén y Rabinovich 1981). Esta enfermedad

infecciosa, endémica en 21 paises americanos, provoca lesiones serias en el corazdn,
esofago y colon y afecta la conduccidén nerviosa en esos organos. En el hombre, la
enfermedad de Chagas presenta una fase aguda —que aparece inmediatamente después de la
infeccién y suele pasar inadvertida— y una fase cronica, que se manifiesta luego de un
periodo silencioso, posiblemente de varios afios de duracion.

Con el tiempo, gran parte de los infectados desarrollan lesiones cardiacas que pueden
llevar a la muerte subita. También se observan problemas digestivos y alteraciones en el
sistema nervioso periférico (OMS 1997). En animales domésticos ocurren patologias
similares.

Si bien en los ultimos afios se ha comprobado una reduccidn en los porcentajes de
infeccidn en varios de los paises afectados, las estadisticas basadas en datos serologicos
indican que entre 16 y 18 millones de personas en América Central y del Sur padecen la
enfermedad, mientras que 100 millones (23% de la poblacion de Latinoamérica) estan en
riesgo de contraerla (OMS 2000).

La enfermedad de Chagas —o tripanosomiasis americana—- es causada por el parasito
Trypanosoma cruzi, un protozoo flagelado que se reproduce en el interior de las células y
circula libremente por los vasos sanguineos del hospedador. La vinchuca transmite el
parasito mientras se alimenta de la sangre de sus hospedadores, a través de las heces que
deposita sobre la piel, pelo o plumas mientras succiona. Para que ocurra la transmision, es
necesario que el insecto haya adquirido previamente el parasito al alimentarse de otro
hospedador infectado. Sin embargo, esta no es la principal via de entrada del parasito. El
tripanosoma también puede ingresar a los hospedadores humanos por medio de

transfusiones de sangre contaminada o a través de la placenta de madres infectadas.



UNO. El modelo experimental Graciela Flores

Aparentemente, no es tan frecuente que la transmisién ocurra a través de la piel sino
que se produce cuando las heces son depositadas por la vinchuca cerca de mucosas como la
del 0jo, la nariz o la boca, que son membranas que el parasito puede atravesar con mayor
facilidad. La transmision a pequeiios mamiferos también parece producirse cuando estos
animales lamen las heces al limpiar su pelaje (Diotaiuti 1995, citado por Schofield 2000) o
por depredacion sobre insectos infectados.

Los habitos nocturnos de 7. infestans y su preferencia por ambientes domiciliarios y
peridomiciliarios han promovido su estrecha convivencia con el hombre. En areas de
distribucion de esta especie, las viviendas habitadas por personas de baja condicién
socioecondmica resultan ideales para la cria y reproduccion de este insecto ya que, en
general, son rudimentarias y proveen multiples escondites tales como grietas y rajaduras en
paredes y techos. De esta manera, la enfermedad de Chagas se relaciona directamente con
la pobreza.

Diversos factores han hecho que el Mal de Chagas se constituyera en una endemia,
entre ellos, la falta de una quimioterapia apropiada. Sin embargo, el principal factor es, sin
duda, la falta de control de la expansion de los vectores. En la actualidad no existe un
tratamiento efectivo ni una vacuna contra el parasito. Si bien se estan realizando ensayos
clinicos con diversas drogas (OMS 1998), el control de la enfermedad se basa
principalmente en una estrategia de manejo del vector y de exploracién de la sangre de
dadores en busca de anticuerpos contra el tripanosoma.

Ciertas caracteristicas de T. infestans la hacen especialmente susceptible al control de
su expansion. Entre ellas, el namero limitado de habitat en los que se la encuentra (con
todos los estadios confinados a ambientes domésticos y peridomésticos); su baja velocidad
de desarrollo poblacional y de rearreglo genético; su extrema especializacion y baja
variabilidad genética (con un repertorio genético pobre para adaptaciones posteriores como,
por ejemplo, la resistencia a insecticidas) y una completa susceptibilidad a insecticidas
modernos (Schofield y Dias 1998). Estas caracteristicas fueron incluidas en modelos

matematicos y las proyecciones derivadas de ellos sugieren que el desarrollo social y
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politico de las regiones endémicas seria suficiente para el control de la enfermedad de
Chagas (Dias y Schofield 1999).

En la actualidad, para interrumpir la transmision de la enfermedad, se ataca a las
vinchucas con insecticidas piretroides en las viviendas, mayormente en forma de rociado.
En las llamadas “areas de vigilancia” se realizan inspecciones manuales regulares y, en
ocasiones, se colocan biosensores en las paredes del interior de las casas. Los sensores son
basicamente pequefias cajas de carton, sin cebos ni venenos, que se colocan en la pared y
son revisados regularmente (Gomez-Nufiez 1965, Garcia Zapata et al. 1985). Su interior
ofrece un espacio oscuro y una gran superficie de contacto. Los insectos encuentran los
sensores al azar y generalmente los adoptan como refugios (Schofield 1994, Giirtler et al.
1999). Asi, mediante estos dispositivos es posible detectar la presencia de vinchucas a
través de huevos, excrementos, exhuvias o de los mismos insectos que permanecen en su
interior, pero no son capturados. La deteccion es generalmente seguida por la fumigacion.

En este contexto, en el que la transmision de la enfermedad es atacada principalmente
a través del control del vector, un mayor conocimiento de la fisiologia y del
comportamiento de la vinchuca resultan esenciales. Una comprension mas profunda de las
capacidades sensoriales de este insecto y del uso que hace de la informacion del ambiente
pueden contribuir, sin duda, a un mejoramiento en el diseiio de trampas y cebos dirigidos a
su captura y eliminacion, como han demostrado trabajos recientes (Guerenstein et al. 1995,
Lorenzo et al. 1998, Lorenzo et al 1999). Varias lineas de investigacion surgidas en nuestro
laboratorio han dirigido sus esfuerzos a comprender la fisiologia y el comportamiento de 7.

infestans.

Una breve reseia historica

La enfermedad de Chagas tiene varios protagonistas: el parasito 7. cruzi, causante
directo de las lesiones y sintomas, los vectores reduvidos, que transmiten el parasito de un
hospedador a otro y diversos hospedadores endotermos, de los cuales se alimentan los

vectores y que son los que padecen la enfermedad.

10
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Tanto el parasito como las mayoria de los vectores se encuentran confinados al
continente americano. Sin embargo, la presencia de T. cruzi en América parece ser mucho
mas antigua que la de los vectores hematdfagos. Varios estudios a nivel molecular, que
incluyen filogenias basadas en la comparacion de secuencias de rRNA y analisis genéticos,
indican que el parasito se habria originado alrededor de 65 millones de afios atras, en el
supercontinente Gondwana, antes de su separacion de lo que hoy es Sudamérica (Schofield
2000).

En contraste, el habito hematdfago de los triatominos parece ser relativamente
reciente. Se postula que no tiene mas de 5 millones de afios y que habria surgido en insectos
predadores ya presentes en América. La paradoja que surge de las discrepancias en los
tiempos de aparicidon de hospedador y parasito parece resolverse con la adicion de un nuevo
personaje: los mamiferos marsupiales (Schofield 2000).

Una version tentativa de la historia evolutiva de la asociacién entre T. cruzi y la
vinchuca postula que el parasito habria ingresado al continente americano transportado por
marsupiales como las zangueyas. El tripanosoma, que aparentemente sélo infectaba
vertebrados, se transmitia en forma directa entre estos marsupiales a través de la secrecién
de sus glandulas anales. Alrededor de 2 a 5 millones de afios atras, ciertas aves, ammadillos
y vanas formas de roedores constructores de nidos aumentaron dramaticamente su numero.
Los nuevos habitat que proporcionaban y los invertebrados asociados a ellos habrian
atraido a las vinchucas presentes, que por ese entonces depredaban sobre otros
invertebrados. Algunas de las vinchucas asociadas a esos nidos habrian adquirido un habito
hematofago facultativo que les habria permitido beber la sangre de los vertebrados.
Finalmente, habrian derivado en hematéfagos obligados (Schofield et al. 1999).

Mientras tanto los marsupiales, que también experimentaron una expansion, habrian
comenzado a utilizar los numerosos refugios de otros vertebrados, un comportamiento que
los caracteriza. Los redividos hematéfagos que se alimentaron de estos marsupiales
invasores habrian adquirido el parasito y comenzado a transportar a los tripanosomas de
nido en nido, expandiendo asi su distribucién (Schofield et al. 1999). Si bien en las aves el

tripanosoma no puede sobrevivir ya que es destruido por el sistema inmunolégico del

11



UNO. El modelo experimental Graciela Flores

animal parasitado, en roedores, armadillos y murciélagos no sélo habria sobrevivido sino
que fuertes presiones selectivas habrian resultado en nuevas formas hemat6fagas.

En la actualidad, los triatominos de la subfamilia Reduviidae se encuentran
distribuidos en todo el globo en un nimero de alrededor de 128 especies agrupadas en 17
géneros. La mayoria son selvaticas y tienen una gran variedad de hospedadores vertebrados
habitantes de nidos. Otras también se encuentran en ambientes peridomésticos tales como
gallineros y corrales. Unas pocas especies —como 7. infestans en el Cono Sur y R. prolixus
en la zona andina y América Central- completaron la transicion a habitat domésticos y se
transformaron en importantes vectores de la enfermedad de Chagas.

En los tltimos afios, se ha informado que varias especies selvaticas han comenzado a
establecer colonias domésticas o peridomésticas, entre ellas, T. dimidiata, Panstrongylus
rufotuberculatus, R. stali, Eratyrus mucronatus y P. geniculatus. Si bien, como ya
mencionamos, los indices de infeccion han disminuido en varios paises en los ultimos aifios,
la invasion de ambientes domésticos por especies selvaticas puede constituirse en uno de
los mas grandes desafios en la lucha contra los vectores de la enfermedad de Chagas en la
proxima década (Schofield et al. 1999).

Con respecto a la infeccion humana, las evidencias mas antiguas de personas
infectadas por T. cruzi provienen de excavaciones realizadas en el desierto de Atacama, en
Chile. El analisis de fragmentos de ADN encontrados en tejidos esqueléticos y viscerales de
cuerpos humanos momificados sugieren que los habitantes de las costas chilenas habrian
sufrido la enfermedad de Chagas hace alrededor 4.000 afios atras (Guhl et al.1997).

Los primeros reportes historicos de la vinchuca se remontan a la época de la
conquista de América, comenzando por Fray Ferdinando de Lizarraga que en el siglo XVI
describid la presencia y habitos de estos insectos en el valle de Cochabamba, Bolivia. Las
descripciones hechas en cronicas del Ejército Libertador comandado por José de San
Martin en Chile también mencionan a las vinchucas. Sin embargo, las mas famosa de las

descripciones de las “benchucas”, es sin duda la de Charles Darwin, en la que alude a la
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ciudad mendocina de Lujan de Cuyo'. Esa es una narracion entre las muchas realizadas por
viajeros ingleses que recorrieron nuestro pais durante el siglo pasado. Guillermo E. Hudson
también informé sobre la presencia de vinchucas en la campafia uruguaya.

La tripanosomiasis americana fue descripta por primera vez en 1909 por Carlos R. J.
das Chagas (1879-1934), un joven médico brasilefio encomendado para relevar focos de
paludismo en el nordeste de Brasil. Mientras trabajaba en Minas Gerais, Chagas se enterd
de la existencia de un insecto hematofago —el “barbeiro”-, que habitaba las casas de barro
y paja y picaba al hombre durante la noche. Chagas capturé y analizé vinchucas y en la
altima porciéon del intestino de estos insectos encontré parasitos que identificd como
tripanosomas hasta el momento desconocidos.

Chagas y su maestro, Oswaldo Cruz, lograron infectar animales de laboratorio por
medio de la picadura de vinchucas infectadas y por inoculaciéon. Chagas denominé al
parasito Trypanosoma cruzi, en homenaje a su maestro y se dedicé a estudiar la nueva
enfermedad (Chagas 1909). Asi, describi6 el parasito y su ciclo de vida, los vectores, los
signos clinicos y la existencia de reservorios de la nueva enfermedad en una serie de

publicaciones que se constituyeron en un paradigma de la investigacion cientifica y clinica.

! Por la noche, hube de sostener una lucha, y no es exageracion, con una Benchuca, especie de
Reduvius, la gran chinche negra de las pampas. ;Qué asco no experimentara uno cuando nota que le recorre el
cuerpo un insecto blando que tiene, por lo menos una pulgada de largo? Antes de que comience a chupar, ese
insecto es completamente plano, pero a medida que absorbe sangre se redondea, y en este estado se aplasta
ficilmente. Una de esas chinches, de que me apoderé en Iquique, porque se las encuentra también en Chile y
en el Pert, se hallaba completamente vacia. Colocado en una mesa y rodeado de gente, ese audaz insecto, si
se le presenta el dedo, se abalanza en seguida a €l, y si se le deja, empieza a chupar. Su picadura no causa
ningin dolor y es muy curioso ver como se va hinchando de sangre su cuerpo; en menos de diez minutos, de
plano que es se convierte en una bola. Esa comida que uno de los oficiales del navio tuvo a bien ofrecerle a la
benchuca, basté para conservarla en una decente gordura durante cuatro meses enteros; pero al cabo de quince
dias se hallaba ya dispuesta a efectuar una segunda comida.

Charles Darwin. Viaje de un naturalista alrededor del mundo, 1845.
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En los afios siguientes, se multiplicaron las investigaciones sobre la epidemiologia de
la enfermedad, el ciclo bioldgico del parasito, el mecanismo de transmision, el diagndstico
y la evolucion del tripanosoma en los tejidos. Se comenzd a estudiar también la biologia de
la vinchuca y se identificaron varias especies vectoras.

Desde el comienzo de sus investigaciones, Chagas intuyé que se trataba de una
endemia de una importancia extraordinarnia. Debido a que casi todos los pacientes que
presentaban el parasito en sangre padecian también de bocio o de cretinismo endémico,
Chagas atribuy6, erroneamente, esas afecciones tiroideas a la infeccidon por el parasito. Esta
interpretacion equivocada despertd grandes polémicas que disminuyeron el interés de los
médicos y postergaron por casi 20 afios el estudio de la enfermedad.

Aun asi, lentamente, el descubrimiento de la nueva enfermedad fue progresando en
diversos paises de América. Chagas presento sus resultados en Buenos Aires en 1912, pero
fue muy cnticado por su error de interpretacidn y se llegd a proponer que la tripanosomiasis
era un hallazgo casual que no representaba necesariamente una enfermedad. Sin embargo,
en 1914 se demostré en nuestro pais que el 7. cruzi infectaba a la vinchuca 7. infestans.
Mas tarde se comprobé que esta especie era el vector mas comun en Argentina.

La participacion del médico argentino Salvador Mazza (1886-1946) fue decisiva en el
“redescubnimiento” de la enfermedad de Chagas. Entre 1927 y 1946, afio en que murid,
Mazza describidé mas de mil casos clinicos y fue también el primero en proponer la
posibilidad de transmision de la enfermedad por medio de transfusiones de sangre (Mazza
et al. 1936, citado en Morel 1999).

Lentamente, se comenzaron a crear centros de estudios clinicos en Brasil y Argentina
y se desarrollaron estrategias de control usando insecticidas dentro de las viviendas. Sin
embargo, recién en el periodo de 1975 a 1981 se llevaron a cabo estudios
seroepidemiologicos que dieron los primeros datos confiables sobre la prevalencia de la
enfermedad y la infestacion de las casas por vectores triatominos. Se realizaron estudios a

nivel nacional y se aplicaron protocolos estandarizados para estimar el nivel de infeccion.
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El resultado trascendi6 todas las predicciones: 18 millones de casos en 21 paises
endémicos. Asi, la enfermedad de Chagas trep6 al primer lugar en la lista de enfermedades
tropicales ordenadas por su gravedad y al cuarto lugar entre las enfermedades transmisibles.

En afios siguientes se estandarizaron técnicas serologicas y criterios para el
diagnostico de la infeccidn y se cred una red de laboratorios en 14 paises endémicos. En
1986 se clondé material genético de T. cruzi y se comenzaron a desarrollar antigenos para
mejorar el diagnostico serologico. En la década de 1990 se comenzaron a comercializar kits
para el control de bancos de sangre y se desarrollaron nuevas herramientas para el control
del vector. En 1995 se lanz6 el proyecto genoma 7. cruzi. Se comenzaron a producir
pinturas insecticidas, potes fumigenos y cajas sensoras en Brasil y Argentina.

La OMS lanz6 varias iniciativas para la interrupcion de la enfermedad de Chagas.
Como mencionamos previamente, se logré una reduccion del namero de vectores y hasta
una interrupcidon de la transmision por transfusiones en varios paises. Sin embargo, las
estadisticas sobre el nimero de infectados por 7. cruzi y el nimero de personas en riesgo de
contraer la enfermedad siguen siendo alarmantes.

De esta manera, pasaron casi 80 afios desde que se descubrid la enfermedad hasta que
se realizaron mapeos a gran escala de su prevalencia y su impacto social en el continente
americano. Durante esos afios, se fue'acumulando informaciéon importante como resultado
de estudios de laboratorio, clinicos, epidemiolégicos y a campo. Sin embargo, estos
resultados no se tradujeron en acciones inmediatas (Morel 1999). Como ya sefialara
Chagas, una de las razones es que esta enfermedad afecta principalmente areas rurales
pobres que tradicionalmente reciben poca o ninguna prioridad politica, lo que confirma
cuan amplia suele ser la brecha entre la investigacion, las tomas de decisiones y el interés

publico.
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DOS. Algunos aspectos del comportamiento de los triatominos

Los estudios sobre la biologia de la vinchuca comenzaron a multiplicarse lentamente
cuando se comprendid la relacion entre este insecto y el “Mal de Chagas”, poco tiempo
después de que la enfermedad fuera descubierta (Chagas 1909). Desde entonces, se
descnibieron numerosas especies de vectores y se fueron sucediendo los trabajos sobre la
brologia de estos insectos reduvidos (Neiva 1913, Prata 1999). En la actualidad, se conocen
cerca de 130 especies de triatominos en el continente americano, de las cuales alrededor de
la mitad son vectores potenciales del tripanosoma.

Sin embargo, el papel de los triatominos en la transmision de la enfermedad no
motivo, en principio, su estudio en profundidad. La falta de apoyo que experiment Carlos
Chagas por parte de la comunidad cientifica (ver UNO. El modelo experimental) fue un
obstaculo en el desarrollo de las investigaciones sobre la vinchuca. Llamativamente, el gran
volumen de conocimiento que existe sobre la fisiologia de los insectos hematéfagos se debe
a la eleccion de las vinchucas como modelo experimental para estudios de fisiologia basica
por parte de un investigador inglés, Sir Vincent Brian Wigglesworth. Resulta interesante el
hecho de que su eleccidn no se baso en la importancia de la vinchuca como vector de una
enfermedad, sino en aspectos de su biologia, entre ellos, la relacion entre la alimentacion y
el proceso de la muda.

Los diversos estudios fisiologicos realizados por Wigglesworth en Rhodnius prolixus
revelaron mecanismos generales involucrados en procesos complejos como la eclosion, la
regulacion hormonal del crecimiento y la metamorfosis, entre muchos otros (Wigglesworth
1972). Sus investigaciones dieron nacimiento a una nueva rama de la entomologia, la
Fisiologia de Insectos. Ademas, los estudios comportamentales realizados en esa especie
fueron el punto de partida para analisis subsecuentes de los mecanismos que subyacen a la
deteccion y reconocimiento de los hospedadores por parte de los insectos hematofagos.
Entre esos estudios se incluyen los experimentos realizados para este trabajo de Tesis.

Las vinchucas constituyen un modelo fascinante para la fisiologia sensorial y el

comportamiento ya que presentan adaptaciones que les permiten detectar a sus
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hospedadores potenciales, succionar su sangre y disminuir el riesgo de depredacion con
gran eficiencia. Mas aun, estas tareas las llevan a cabo utilizando capacidades sensoriales
de las que lo humanos carecemos, 1o que hace mas motivador el desafio de comprender
como las vinchucas perciben el mundo que las rodea.

Uno de los aspectos mas interesantes de estos insectos es el uso que hacen de la
informacion térmica proveniente del ambiente. Se ha demostrado que, en las vinchucas, el
calor no sélo afecta procesos fisioldgicos basicos como el metabolismo, el crecimiento, la
reproduccion (Giojalas y Catald 1993) o la eleccion de habitat (Lazzari 1991b, Lorenzo y
Lazzan 1999) sino que influye también en los ritmos de actividad (Lazzari 1992) y la
oviposicion (Lazzan 1991b).

Pero sin duda, el papel mas importante que juega la clave térmica esta relacionado
con la busqueda de alimento, ya que estos insectos son capaces de localizar a sus
hospedadores potenciales usando unicamente el calor que emana del cuerpo de sus
hospedadores de sangre caliente (Wigglesworth y Gillet 1934a, Lazzari 1990).

Recientemente, se han publicado revisiones que abarcan distintos aspectos de la
Fisiologia del Comportamiento de las vinchucas (Lazzari et al. 1999, Lorenzo et al. 1999,
Lorenzo Figueiras et al. 1999, Insausti et al. 1999).

En este capitulo, presentamos una breve introduccion al comportamiento de la
vinchuca Triatoma infestans y de otros insectos reduvidos que incluye aquellos temas que
constderamos mas relevantes para nuestro trabajo. De esta manera, esperamos proveer de

un marco tedrico e histdrico al trabajo experimental realizado en esta Tesis.

Factores que afectan la distribucion de las vinchucas

La mayoria de los reduvidos ocupan ambientes silvestres. En general, se hallan en
nidos o refugios de marsupiales, aves, roedores y murciélagos, en una estrecha asociacion
con hospedadores de los que dependen para su supervivencia (Schoefield 1979, Schofield
1994). Sin embargo, algunas especies ocasionalmente invaden las viviendas y se convierten

en vectores de la enfermedad para los humanos (Schofield 1994, Carcavallo et al. 1998a).
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Especies como Rhodnius prolixus, T. dimidiata, T. brasiliensis, Panstrongylus
megistus y T. infestans conviven con los humanos y son los grupos de mayor importancia
epidemioldgica (Salvatella et al. 1998). T. infestans es la especie de distribucién mas
amplia en la Argentina (Carcavallo et al. 1999). Ademas, se la halla en Chile, Uruguay,
Paraguay, Bolivia, Peri y Brasil. En nuestro pais, las provincias mas afectadas son Santiago
del Estero, Chaco y Formosa y, en menor medida, Santa Fe, Catamarca, San Juan y otras
provincias centrales.

La distribucidn de las vinchucas esta influenciada por factores fisicos del ambiente.
La comprension de como ciertas variables ambientales afectan esa distribucion es un tema
de gran relevancia ya que no sélo podria explicar la distribucién actual de estos insectos
sino también predecir la posibilidad de que ciertas especies en transicion colonicen
ambientes domésticos. Ademas, podria ciertamente contribuir a mejorar la eficiencia de las
campaiias de control de los vectores (ver UNO. El modelo experimental).

Con este objetivo, trabajos realizados a campo y en el laboratorio analizaron las
preferencias de diferentes triatominos por variables ambientales como la humedad, la
temperatura y la iluminacion (Lazzari et al. 2000). Diversas especies de vinchucas fueron
expuestas a gradientes artificiales de las distintas variables analizadas o mantenidas bajo
condiciones constantes que eran controladas en forma rigurosa. Los resultados obtenidos se
integraron con mediciones de campo a largo plazo de las condiciones microambientales que
las vinchucas experimentan en su medio natural. A continuacion presentamos los resultados

de algunos de los trabajos mencionados.

Humedad relativa

La humedad relativa (HR) demostrd ser un factor relevante en la distribucion de las
vinchucas. Varias especies —como 7. infestans— son claramente xero6filas. Los experimentos
realizados en gradientes de humedad demostraron que esta vinchuca prefiere sitios con
valores de HR cercanos al 0% para comportamientos como la ecdisis, la oviposicidon o
simplemente para permanecer (Roca y Lazzari 1994). Estos datos cobran sentido cuando se
los relaciona con la distribucion geografica de los insectos ya que los valores de infestacion

domiciliaria mas altos corresponden a las zonas de mayor déficit hidrico.
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La xeropreferencia de T. infestans fue interpretada en términos de tres factores: la
facilidad para eliminar productos hidrosolubles de excrecién a bajos valores de humedad
relativa, la proteccion que otorga la sequedad contra hongos patégenos y la ventaja de un
mayor contraste entre un fondo de bajo valor de HR y un hospedador que normalmente
emite vapor de agua (Roca y Lazzari 1994).

Otras especies, como R. prolixus, T. brasiliensis, T. pseudomaculata y P. megistus,
también prefieren ambientes extremadamente secos luego de alimentarse. Sin embargo, a
medida que aumenta el tiempo de ayuno, luego de la ecdisis, se mueven hacia zonas mas
humedas, un comportamiento que se intensifica con el tiempo transcurrido desde la
alimentacion.

Ensayos realizados a campo demostraron que, en refugios naturales, las variaciones
de HR se ven atenuadas con respecto a las del ambiente externos y que lo mismo ocurre
con los valores promedio de HR que son generalmente menores dentro de los refugios. Este
ultimo dato resulta interesante ya que, cuando se comparan los valores de HR de diferentes
microambientes, se verifica que distintos refugios muestran una respuesta distinta a la
humedad externa. Por ejemplo, las grietas mantienen valores bajos de HR mientras que los
huecos de los arboles presentan valores mas altos que los valores de referencia. La eleccion
de las grietas por ciertas especies de vinchucas se interpreta en el mismo sentido que la
xeropreferencia (Lorenzo y Lazzari 1999).

Sin embargo, la baja HR presenta desventajas para los insectos durante ciertos
procesos fisioldégicos como la ecdisis o la eclosidén y podria hacer peligrar su supervivencia.
Las vinchucas parecen minimizar estas situaciones de niesgo a través de una estrategia
temporal. La eleccién del amanecer para llevar a cabo la eclosion del huevo y la ecdists,
procesos controlados por relojes circadianos (Lazzari 1991a), ha sido interpretada en este

marco (Lazzan et al. 2000).

El calor

La temperatura del ambiente es otro factor de importancia en la distribucidn de estos
insectos hematdfagos, fuera y dentro de las viviendas. Experimentos realizados en

gradientes térmicos mostraron que la preferencia de 7. infestans por ciertas temperaturas no
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es un fendmeno estatico sino que presenta un ritmo diario de variaciéon con una base
circadiana endogena (Lazzan 1991b, Minoli 1999). La temperatura preferida para
permanecer se incrementa gradualmente durante la fofofase —o fase de luz- y al comienzo
de la escotofase, es decir, a las horas del dia en que las vinchucas nommalmente se
encuentran agregadas, aunque no inméviles (ver a continuacién Factores que afectan la
actividad de los insectos). De esta manera, los insectos alcanzan una temperatura corporal
maxima poco antes de desplegar el pico de actividad diaria, en la segunda hora de la
escotofase. Las vinchucas, debido a su bajo peso corporal, se caracterizan por tener una
capacidad calorifica y una inercia térmica muy bajas; por esa razon, la absorcion del calor
por radiacion solar del ambiente puede llegar a cobrar gran importancia (Precht et al. 1973).

Ademas de ser afectada por la hora del dia, la preferencia térmica depende del grado
de desarrollo, el estado reproductivo y el estado nutncional de los insectos. Este ultimo
factor demostro ser una variable particularmente importante ya que la preferencia por una
cierta temperatura varia en forma marcada con el nivel de ayuno de los insectos. Durante
los primeros dias siguientes a la alimentacion, T. infestans prefiere una temperatura media
de 28°-29°C; luego se desplaza hacia sitios mas frios y, dias mas tarde, la temperatura
preferida cae a 25°-26°C. Sin embargo, luego de ser alimentados por segunda vez, la
preferencia vuelve a desplazarse a valores similares a los de los dias siguientes a la primera
alimentaciéon, para declinar nuevamente (Lazzari 1991b). Las altas temperaturas
estimularian la digestion, asi como la pérdida de agua, un proceso importante para los
insectos hematéfagos en los que la ingesta de sangre los carga con enormes volimenes de
liquido que deben eliminar. Distintas especies muestran distinta preferencia, asi como
diferentes patrones temporales de variacion, tanto diarios como a plazos mayores de
tiempo. Sin embargo, en general, la variacion de la preferencia térmica con el ayuno y
después de la alimentacion sugieren una regulacién comportamental de la tasa metabdlica
(Lazzari 1991b).

Por otra parte, en experimentos realizados a campo, se analizaron las variaciones
térmicas en los microambientes que habitan las vinchucas. Los resultados indican que los

refugios naturales también atenian las variaciones térmicas externas. Sin embargo, a
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diferencia de lo que ocurre con la humedad, los valores medios no difieren de los valores de
temperatura del ambiente, o se mantienen levemente por encima de la temperatura media
externa (Lazzan et al. 2000). La preferencia térmica en distintas especies de vinchucas
también mostrd una correlacion con su distribucion en habitat y regiones geograficas
naturales.

Sobre la base de las preferencias higricas y térmicas, y de las variaciones de estos
parametros en distintos tipos de refugios naturales, se propuso la existencia de un
mecanismo de termorregulacidn comportamental en triatominos. Esta hipdtesis se ve
apoyada por la evidencia proveniente tanto del estudio de distintas especies en particular
como de la comparacion entre ellas, que revela las adaptaciones del grupo a diferentes
condiciones ambientales. En ambos niveles existe una correlacion entre el estado
nutricional, la tolerancia al ayuno y la termopreferencia (Lazzari et al. 2000).

La hipdtesis propone que habria tres diferentes estrategias frente al ayuno. Algunas
especies —como R. prolixus— parecen economizar energia y nutrientes situdndose a
temperaturas relativamente bajas; otras —como 7. infestans y T. sordida— permanecen en
lugares relativamente calientes justo después de alimentarse, pero se desplazan hacia zonas
mas frias a medida que el tiempo desde la ingesta aumenta. Un tercer grupo —ejemplificado
por especies como T. brasiliensis y P. megistus— muestra un patron similar a este ultimo,
pero el desplazamiento a areas mas frias es marcadamente lento. Las primeras dos
estrategias fueron interpretadas como tolerancia comportamental y la tercera como

tolerancia fisiologica (Lazzari et al. 2000).

Iluminacion

La iluminacidn es también un factor que influye marcadamente en la distribucion de
las vinchucas. La luz induce un fuerte comportamiento fototactico negativo en triatominos
nocturnos (Reisenman et al. 1998, Reisenman 2000). La respuesta fototactica en T.
infestans aumenta con la intensidad de luz y varia en las distintas horas del dia (Reisenman

et al. 1998). Los niveles mas altos de respuesta se observan durante la escotofase, cuando

los insectos estin normalmente activos (Lazzari 1992).
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La respuesta de escape de la luz parece tener dos componentes: un componente
exploratorio y una respuesta fototactica negativa. Se demostrd, ademas, que esta respuesta
esta bajo control enddgeno y que es particularmente sensible a la luz durante el pico de
actividad de los insectos que ocurre en horas de oscuridad. La preferencia por dirigirse a y
permanecer en lugares oscuros —o0 escofotaxis— se interpreta como una adaptacion que

contribuye a disminuir la depredacion (Wiesinger 1956).

Factores que afectan la actividad de las vinchucas

A diferencia de otros triatominos, 7. infestans vive casi en forma exclusiva en
ambientes domésticos y peridomésticos de viviendas rurales humanas. Sélo se conocen
focos silvestres de esta especie en Cochabamba, Bolivia. Dentro de las viviendas, los
insectos se encuentran con mayor frecuencia cerca de los sitios donde duermen los
hospedadores (Zeledon y Rabinovich 1981) y su distribucion varia segin su ciclo de
actividad.

Durante el dia, las vinchucas se hallan en un estado de inmovilidad denominado
akinesis y agregadas en grupos, un comportamiento que parece estar mediado por claves
visuales, quimicas y mecanicas. Suelen encontrarse en el interior de grietas y sobre
superficies rugosas. La presencia de iregularidades en paredes y pisos parece ser una
condicidn que favorece fuertemente la presencia de vinchucas. Estos insectos tienen una
tendencia a alcanzar el mayor contacto fisico posible con el sustrato y con otras vinchucas,
comportamiento denominado tigmotaxis.

Se ha demostrado que ciertas sefiales quimicas presentes en las heces guian a los
insectos hacia los “refugios”, como se denomina a los sitios donde los insectos permanecen
durante las horas del dia. Las sefiales quimicas inducen y mantienen la agregacion en
grupos (Lorenzo y Lazzari 1996a, Lorenzo Figueiras y Lazzari 1998). Esas sefiales se
encuentran en los excrementos de los propios insectos (Schofield y Patterson 1977,
Lorenzo Figueiras et al. 1994) y en huellas quimicas que las vinchucas dejan en los

sustratos sobre los que caminan (Lorenzo Figueiras y Lazzart 1998). Aunque no se conoce
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aun su composicion, ambos tipos de serial difieren entre si en su origen, en su capacidad de
ser extraidas con solventes y en el mecanismo involucrado en su recepcion.

Por otra parte, el comportamiento de agregacion facilita la tigmotaxis (Zeledén y
Rabinovich 1981), comportamiento que, a su vez, estd mediado por claves mecanicas. La
tigmotaxis también se interpreta como una estrategia antipredatoria (Nuiiez 1987) e implica
cambios fisiologicos como la disminucidn de la frecuencia cardiaca (Chiang et al. 1992).

Desde las primeras observaciones sobre el comportamiento de las vinchucas, los
investigadores pudieron comprobar que los insectos estan activos durante la noche y
permanecen ocultos durante las horas del dia. La actividad noctuma de las vinchucas se
interpreta en general en un contexto de busqueda de alimento, pareja y refugio (Nufiez
1987, Lazzari 1992, Lorenzo Figueiras et al. 1994, Lorenzo y Lazzari 1996). T. infestans
presenta un ritmo diario de actividad con dos componentes principales: uno, ya
mencionado, en la segunda hora de la escotofase y el otro al principio de la fotofase. Estos
ritmos endogenos fueron relacionados con la bisqueda de hospedador y de refugio,
respectivamente (Lazzari 1992, Lorenzo y Lazzari 1998).

Si bien la locomocién es principalmente sincronizada por la luz, la temperatura
mostrd ser una clave mas fuerte, a pesar de que los ciclos de luz dominan sobre los
térmicos. La preponderancia de la temperatura como clave concuerda con la alta
sensibilidad térmica de esta especie (Lazzart 1990). En este contexto, la temperatura
actuaria modulando la actividad espontanea de los insectos. Experimentos en animales
antenectomizados apoyan esta idea y sugieren que las antenas estarian involucradas en esa
modulacién, ya que la antenectomia no afecta la sincronizacidon pero si la expresion
temporal de la actividad: los insectos sin antenas se vuelven activos a horas inusuales del

dia (Lazzari 1992).

La bisqueda y reconocimiento del alimento

Como todo insecto hematdéfago obligado, T. infestans se alimenta exclusivamente de
la sangre de sus hospedadores que son, en la gran mayoria de los casos, endotermos.

Durante la localizacion de una fuente de alimento, los insectos se valen de claves
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sensoriales provenientes de sus hospedadores potenciales (Wigglesworth y Gillet 1934a,
Lazzan y Nufiez 1983, Taneja y Guerin 1995, Guerenstein y Guerin 2001). Las claves
utilizadas —principalmente quimicas y térmicas— estimulan receptores distribuidos en
distintas partes de cuerpo pero que estan mayormente concentrados en las antenas.

Cuando se encuentran a pocos metros de un posible hospedador, alertados por su
presencia, los insectos utilizan béasicamente las corrientes de aire como fuente de
informaciéon (Kennedy 1977). El umbral para desencadenar el comportamiento de
orientacién anemotactica disminuye con la presencia en el aire de ciertos compuestos
quimicos como el CO; o el 4cido lactico presentes en el olor emanado por los hospedadores
(Nufiez 1982, Nuiiez 1987). Siguiendo corrientes de aire transportadoras de olores, los
insectos pueden alcanzar la zona en que el gradiente de concentracion de moléculas
odorificas puede ser percibido por medio del mecanismo de quimiotaxis (ver SEIS. El papel
de las antenas en la orientacion térmica).

En T. infestans, se ha demostrado que dos compuestos —el nonanal y el acido
isobutirico- estimulan la actividad eléctrica de algunas sensilias antenales. El nonanal,
presente en la lana de oveja y en las plumas de gallina, actua sobre ciertas sensilias
basiconicas (ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans) mientras que el acido
isobutirico —caracteristico del olor a conejo— activa las sensilias con forma de domo. El
analisis de la respuesta comportamental de las vinchucas frente a corrientes de aire que
contenian estos compuestos revelo que el nonanal causa activacion mientras que el acido
isobutirico induce un aumento en el desplazamiento corriente arriba (upwind), mecanismo
denominado anemotaxis condicionada por olor (Guerenstein y Guertn 2001).

Si bien las claves quimicas son fundamentales a distancia, una vez que la vinchuca se
encuentra cerca de una fuente de alimento, la Unica clave necesaria y suficiente para
desencadenar la respuesta de picar es el calor emitido por el animal (Lazzari 1990, Flores y
Lazzari 1996). Una vez que ha detectado y localizado al hospedador, la vinchuca se
aproxima a él. Cuando encuentra un parche de piel, procede a clavar un par de estiletes
mandibulares mientras que con los estiletes maxilares mas delgados horada los vasos

sanguineos subyacentes (Schofield 1994).
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Si bien la temperatura de la sangre no esta directamente involucrada en el
reconocimiento del alimento (Lazzarn y Nuiiez 1989a), el comportamiento de extension de
la proboscis, indispensable para la succidn, no se manifiesta st no existe una diferencia de
temperatura entre la fuente y el ambiente de 1 0 2° C (en la que la fuente esté mas caliente
que el ambiente) (Nicolle y Mathis 1941). Ademas, el calor es un factor responsable de
desencadenar la respuesta de plasticizacion por la cual la cuticula abdominal se vuelve
temporalmente extensible y permite asi la incorporacién de un gran volumen de liquido
(Ianowski et al. 1998).

El comienzo del proceso de ingestion es afectado por la presencia de determinadas
sales y nutrientes (Friend y Smith 1977). Mientras que para R. prolixus es necesaria la
presencia de nucledtidos fagoestimulantes en la dieta, T. infestans ingiere facilmente
soluciones de NaCl de la misma concentracion que la sangre de vertebrados (Guerenstein y
Nufiez 1994). Las vinchucas, ademas, tnyectan saliva que posee efecto vasodilatador y que
inhibe la hemostasis. En el caso de R prolixus, la saliva tiene también un efecto
anticoagulante (Ribeiro 1987, citado por Schofield 1994).

Si no es perturbada, T. infestans es capaz de ingerir varias veces su propio peso en
sangre. Al poco tiempo de alimentarse, el insecto se deshace de las primeras gotas del
liquido ingerido sobre la piel del hospedador por medio de una diuresis copiosa y casi
inmediata (Wigglesworth 1931, Nuafiez 1987). Luego de la ingesta las vinchucas, llenas de
sangre y vulnerables a la depredacion, esperan al amanecer y buscan refugio (Lorenzo y
Lazzari, 1999). En un periodo de alrededor de 4 o 5 horas se deshacen de alrededor de un

40% del volumen de liquido ingerido.

La clave térmica

El primer reconocimiento de la importancia de la clave térmica en la orientacion de
las vinchucas se remonta al trabajo clasico de Wigglesworth y Gillet (1934), en el que se
demuestra que R. prolixus es capaz de guiarse hacia un hospedador potencial utilizando
solamente la diferencia de temperatura de una fuente de calor respecto a la del ambiente.

Estos autores describieron la respuesta de R. prolixus frente a una fuente térmica y

estudiaron su comportamiento bajo diferentes condiciones. La respuesta —que incluye

25



DOS. Algunos aspectos del comportamiento de los triatominos Graciela Flores

movimientos antenales caracteristicos, orientacion hacia la fuente de estimulos v,
eventualmente, intentos de picar— se mantenia al cubrir ojos y ocelos y al amputar la
proboscis, pero no al amputar las antenas. Esto sugiri6 por primera vez que los receptores
responsables de la recepcion del calor estan en estos Organos bilaterales. Los autores
demostraron, también, que la estimulacién quimica colabora en la orientacién pero que no
es suficiente para desencadenar la extensidn de la proboscis, una respuesta caracteristica de
los insectos cuando se encuentran muy cerca de un hospedador.

Afios mas tarde, Nicolle y Mathis (1941) analizaron la sensibilidad de la respuesta de
ninfas y adultos de T infestans a una fuente térmica tomando como parametro los intentos
de picar. Segun estos autores, la diferencia minima entre la temperatura de un cuerpo
térmico y la del ambiente suficiente para estimular a los insectos es de 1 0 2°C y la
temperatura maxima capaz de desencadenar una respuesta es de 40°C y 45°C para ninfas y
adultos, respectivamente. Las temperaturas mayores no eran efectivas.

Posteriormente, Fujita y Kloetzel (1976) analizaron la preferencia térmica de adultos
de R. prolixus para alimentarse. Los insectos eligieron alimentadores mantentdos a 37°C
entre una seleccion de temperaturas de 19°a 43°C. Asi, se comprobo que en ambas especies
de vinchucas -T. infestans y R. prolixus— existe un intervalo de temperaturas capaces de
provocar una respuesta maxima. Estas temperaturas son similares a la de los hospedadores
usuales de estas especies.

Por alguna razon, los trabajos mencionados no profundizaron el estudio del sentido
térmico de estos insectos hematdfagos. Los analisis mas detallados relacionados con este
tema fueron los referidos a termorreceptores cutineos de mamiferos y a termorreceptores
de las serpientes de las familias Crotalidae y Boeidae (Bullock y Cowles 1952, Hartline
1974). Si bien en algunos insectos se ha descrito con gran detalle la ultraestructura de los
termorreceptores y las caracteristicas de la respuesta electrofisiolégica (Loftus 1978, Loftus
y Corbiére-Tichané 1981, Corbiére-Tichané y Loftus 1983, Altner y Loftus 1985, Yokohar:
1999, Vondran et al. 1995) fueron muy pocos los que incursionaron mas alla de este primer

nivel de recepcidon, analizando aspectos de la percepcion a través de estudios de
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comportamiento (Evans 1966a, Hartline 1974, Kurten y Schmidt 1982, Lazzarni y Nufiez
1989, Schmitz et al. 1997 y Schmitz et al. 2000).

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo una serie de estudios detallados de la
orientacion térmica de las vinchucas. Con ellos se han podido establecer los eventos
comportamentales que forman parte de la respuesta general a estimulos térmicos en T.
infestans los cuales, en orden de umbral creciente, son: movimientos antenales, actividad
locomotora, extension de la proboscis, intento de picar y limpieza de las antenas (Lazzari y
Nufiez 1989, Lazzari 1990).

Experimentos realizados para estudiar la sensibilidad de la respuesta a los estimulos
térmicos frente a fuentes de distinto tamaifio (desde una fuente puntual hasta una masiva) a
diferentes temperaturas mostraron un incremento en la respuesta -medida a través de los
comportamientos de mayor umbral, i.e., 1a extension de la proboscis y los intentos de picar
la fuente— que se mantenia hasta los 47°C. A partir de esta temperatura, la respuesta
disminuia bruscamente.

Un hecho interesante, que se manifestd por primera vez en estos experimentos, fue
que a temperaturas mayores de 47°C los insectos, independientemente del tamaifio de la
fuente y de la distancia a la que ésta se encontrara, no respondian a la estimulacidn; a lo
sumo realizaban movimientos antenales. De esto se infiné que las vinchucas pueden
estimar la temperatura de la fuente térmica. También se demostr6 que cuanto mayor es el
periodo de ayuno, mayor es la respuesta a la estimulacion térmica, medida como actividad
locomotora.

Sobre esta base, se estudio la capacidad de las vinchucas de reconocer una fuente a la
temperatura de un hospedador potencial de otras fuentes térmicas desde cierta distancia
s6lo a través del calor emitido. Los insectos privados de la entrada visual eran enfrentados a
dos fuentes térmicas en forma simultanea. Las fuentes se encontraban en combinaciones de
a dos, a 32° 18° y 50°C. Las vinchucas mostraron una preferencia por la fuente a 32°C y
evitaron la fuente a 50°C a pesar de que ésta ultima emitia un mayor flujo de energia y se

encontraba a cierta distancia del insecto.
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Nuevamente, ningin insecto desplegoé la proboscis ni presentd la actitud de picar
(Lazzan y Niifiez 1989) lo que sugiere la capacidad de evaluar la posicion relativa de la
fuente de estimulo (distancia). De esta manera se concluyé que los insectos pueden
determinar la temperatura de una fuente térmica a distancia y sélo a partir del calor
emanado por ella.

Los experimentos mencionados no dejaron dudas de la capacidad de T. infestans de
percibir el calor del ambiente con una alta sensibilidad sintonizada a las temperaturas de sus
hospedadores potenciales. Sin embargo, los resultados obtenidos previamente no
proporcionaban informacién acerca de cual era el mecanismo por el cual el calor era
transferido desde el ambiente hasta los receptores sensoriales. Las vinchucas podrian estar
usando cualquiera de los tres mecanismos de intercambio de energia conocidos: la
conduccion a través de gradientes de aire caliente, las corrientes de conveccion onginadas
por el movimiento del aire o el flujo de radiacidn electromagnética (ver Anexo I. Algunos
conceptos sobre la fisica del calor). Hasta el momento, se aceptaba que los gradientes de
aire caliente eran la clave mas importante responsable y no se habia encontrado evidencia
de la capacidad de percibir estimulos infrarrojos (Wigglesworth y Gillet 1934a, Peterson y
Brown 1951, Friend y Smith 1977, Galun 1977, Niifiez 1987). Por otra parte, las corrientes
de conveccion parecian limitadas al transporte de olores (Khan et al. 1968, Hocking 1971).

Entonces, se puso a prueba la hipétesis de que T. infestans es capaz de percibir la
radiacion IR. Las vinchucas fueron enfrentadas una fuente térmica a 30°C y se evito la
formacion de gradientes de aire caliente y de corrientes de conveccion por medio de filtros
hechos de distintos materiales. Inesperadamente, los insectos reaccionaron al estimulo
térmico incluso cuando consistia s6lo en la radiacion IR emitida por la fuente (Lazzan y
Nuiiez 1989a). Asi se concluy6 que T. infestans es capaz de recibir el calor radiante de una
fuente de calor.

Esta constituyd la tercera demostracion en animales, la segunda en insectos y la
primera en hematdfagos de la capacidad de percibir la radiacion IR. Previamente, esta

capacidad era conocida en serpientes y en el coledptero Melanophila acuminata. Trabajos
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recientes han brindado apoyo adicional a esos resultados, al demostrar la misma habilidad

en otra especie de vinchuca, R prolixus (Schmitz et al. 2000).
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TRES. Las antenas de Triatoma infestans

Introduccion

La idea de que las antenas juegan un papel importante en la busqueda de alimento en
los insectos hematdfagos se remonta a los trabajos clasicos de orientacién hacia un
hospedador realizados en Rhodnius prolixus por Wigglesworth y Gillet en 1934. Como
mencionamos previamente, varios estudios llevados a cabo en insectos redividos apoyan
esta 1dea (ver Dos: Algunos aspectos del comportamiento de los insectos triatominos: la
clave térmica).

En primer lugar, se observd que R. prolixus despliega vigorosos movimientos
antenales en presencia de un ratdn, los que se repiten frente a fuentes artificiales de calor y
de olor. Cuando camina, este insecto también mueve las antenas y lo hace en forma
continua, con un patron caracteristico (Wigglesworth y Gillet 1934a). Triatoma infestans
presenta movimientos similares frente a fuentes térmicas que estin a la misma temperatura
de un animal endotermo, los cuales forman parte de la respuesta normal al calor descrita
para esta especie. Ademas, exhiben el umbral de sensibilidad mas bajo de la secuencia
comportamental de orientacion térmica (Lazzan 1990).

En segundo lugar, se comprobo que la amputacion de ambas antenas en R. prolixus
reduce marcadamente la respuesta a la estimulacién —tanto quimica como térmica—
mientras que la falta de uno de estos 6rganos bilaterales afecta la capacidad de orientacién
de los insectos mediada por esos estimulos (Wigglesworth y Gillet 1934a). Esto motivé un
analisis detallado de la funcién de las antenas durante la aproximacion a una fuente de calor
en T. infestans (ver SEIS. El papel de las antenas en la orientacion térmica).

Por Gltimo, el analisis morfologico de las antenas de R. prolixus (Wigglesworth y
Gillet 1934a) y de T. infestans (Lazzari 1983) indica que la mayor concentracion de
receptores sensoriales ocurre en estos organos bilaterales. El estudio de los receptores
antenales en estas dos especies reveld que algunos de ellos poseen capacidad

termorreceptora (Bernard 1974, Mclver y Siemick: 1985).
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Todos estos datos sugieren una participacion activa de las antenas en la evaluacion de
variables del ambiente relacionadas con la presencia de una fuente potencial de alimento.
Los resultados obtenidos en los estudios morfoldgicos y comportamentales realizados en 7.
infestans y otros reduvidos hematdfagos motivaron el analisis funcional de los movimientos
antenales que realizamos en esta Tesis.

Para comenzar, en este capitulo presentamos una breve descripcion de la morfologia
externa de las antenas de T. infestans y de la estructura y funcién de los receptores

sensoriales descriptos hasta el momento en esta y otras especies relacionadas.

Morfologia de las antenas de T. infestans

Las antenas de los insectos son 6rganos que suelen concentrar una gran cantidad de
receptores sensoriales de diversa modalidad (e.g, quimio-, mecano-, higro- vy
termorreceptores), que se encuentran en numero y proporcion variable en las distintas
especies. La morfologia de las antenas también es variable. Tanto la forma y dimensiones
de las antenas como la abundancia relativa de los receptores que se encuentran en ella
guardan relacion con las modalidades sensoriales mas relevantes para la vida del insecto.
Por ejemplo, en insectos con organos visuales altamente desarrollados (e.g., odonatos,
moscas), las antenas suelen ser pequeiias y tienen pocas sensilias. En contraste, en insectos
en los que las claves quimicas son muy relevantes (e.g. machos de algunas mariposas,
cucarachas) las antenas muestran un desarrollo relativo mayor.

En los triatominos, como en todos los insectos, las antenas son organos bilaterales.
Cada antena de T. infestans tiene un largo de alrededor de 7 mm y en ella pueden
reconocerse cuatro artejos: un escapo, un pedicelo y un flagelo dividido en dos porciones.

El escapo es corto en comparacion con el pedicelo y el flagelo, y tiene la forma de un
cilindro cénico. El pedicelo es el mas largo de los artejos antenales, también es cilindrico y
es el que presenta mayor cantidad de receptores sensoriales. El flagelo estd compuesto por
dos artejos —uno proximal y otro distal- y se diferencia de los artejos basales por poseer una
cuticula mas delgada y flexible y una coloracion usualmente mas clara que los otros

segmentos (Figura Tres—1).
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Figura Tres—1. Esquema de una antena de Triatoma infestans correspondiente a un insecto
adulto en la que se puede observar el escapo, el pedicelo y el flagelo. (Tomado de Lazzari
1983).
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El escapo y el pedicelo frecuentemente presentan grupos de receptores en o cerca de
sus nddulos de articulacién. Estos receptores proveen informacion sobre la posicion de los
segmentos basales con respecto a la cabeza y de unos respecto a los otros.

También hay receptores sensoriales internos —de tipo escolopidial o cordotonal-
como el drgano de Johnston, que esta localizado en el interior del pedicelo y responde a
movimientos del flagelo con respecto al pedicelo. Describiremos este 6rgano en detalle mas
adelante en este capitulo (ver Los receptores sensoriales).

Las antenas se insertan a través del escapo en una zona membranosa y cada una
pivotea en un ldbulo lateral, el tubérculo antenifero. En consecuencia, estos 6rganos pueden
desplazarse en todas direcciones. Sus movimientos son controlados por musculos
elevadores y depresores que surgen de los brazos del tentorio y se insertan en el escapo, y
por musculos flexores y extensores que surgen del escapo y se insertan en el pedicelo
(Figura Tres-2). El flagelo carece de musculos (Snodgrass 1935).

En las vinchucas, las antenas son recorridas por un nervio antenal que se divide en

dos ramas poco antes de ingresar a la cavidad de cada antena (Barth 1952).
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Figura Tres—2. Esquema de la porcién proximal de una antena anular tipica de insectos en la
que se puede observar la insercién de los diferentes musculos. El escapo, en donde se insertan
los misculos elevador y depresor, no se muestra en la figura. (Tomado de Chapman 1998).
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Los receptores sensoriales en insectos

Los animales adquieren informacién valiosa del medio que los rodea a través de
receptores sensoriales, también llamados sensilias. Como ya mencionamos, en los insectos
estos receptores estan concentrados en las antenas y muchos de ellos comparten

caracteristicas morfoldgicas y funcionales.

Los diferentes tipos de sensilias —mecano, quimio e higro-termorreceptoras— se
caracterizan por poseer una estructura cuticular con una o mas neuronas asociadas a su
base, rodeadas por un grupo de células de soporte (i.e., célula tricogena, tormdgena y
tecogena). Estas células dan origen a las diversas partes que componen las sensilias. Las
neuronas orientan sus dendritas hacia la base o el interior de la superficie cuticular mientras
que sus axones se dirigen hacia nervios que los conducen a zonas superiores del sistema

nervioso central donde es procesada la informacidn sensorial que ingresa a las sensilias.
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Quimiorreceptores

Si aceptamos la idea de que la principal funcion de las antenas estd dada por la
cantidad relativa de los distintos tipos de sensilias, se puede afirmar que ésta es
mayormente quimiorreceptora.

Las sensilias quimiorreceptoras son el tipo mas abundante y se presentan en formas
variadas. Pueden ser largos pelos (sensilias tricoideas), proyecciones en forma de pequefios
domos (sensilias basicdnicas), placas que apenas sobresalen de la cuticula (sensilias
placoides) o domos hundidos en una depresion (sensilias celoconicas).

Indefectiblemente, en la cuticula de estas estructuras se encuentran poros que
permiten la entrada de sustancias quimicas. Estas sustancias se combinan con proteinas que
las transportan hasta la superficie de las dendritas donde se inicia la transduccién de los
estimulos quimicos en potenciales eléctricos. Los potenciales son finalmente conducidos
hasta el sitio donde es procesada la informacion (Chapman 1998).

La recepcion de sustancias quimicas involucra los sentidos del gusto y del olfato. En
insectos, los otrora llamados “quimiorreceptores de gusto” estan distribuidos en varias
partes del cuerpo y frecuentemente no estan relacionados con la alimentacidn. Estos
receptores detectan tanto sustancias en solucidon como en estado sélido. Por esa razon, se
adoptd para ellos la denominacién de “quimiorreceptores de contacto”. Los receptores
olfativos, por otra parte, detectan sustancias en estado gaseoso.

Las sensilias involucradas en los dos tipos de quimiorrecepcion son diferentes. Las
olfativas poseen poros numerosos y pequeiios (Figura Tres—3a) y se las denomina, por lo
tanto, multiporosas. Las sensilias de contacto, en contraste, son generalmente pelos de
pared gruesa, cortos o largos, caracterizados por la presencia de un Gnico poro en o cerca de
la punta. En consecuencia, se las llama wuniporosas (Figura Tres-3b). Como vemos,
caracteres morfolégicos sencillos pueden revelar informacion importante relativa a la

funcionalidad de una dada sensilia.
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Figura Tres-3. Esquema de una sensilia quimiorreceptora de contacto (a) y olfativa (b).
(Tomado de Chapman 1998).
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En ciertas condiciones, ambos tipos de sensilias pueden reaccionar en forma cruzada
y detectar sustancias en los distintos estados mencionados si las concentraciones de esas
sustancias son suficientemente altas. Por esta razon, la verdadera distincion entre
quimiorrecepcion de contacto y olfativa se basa, principalmente, en el procesamiento
posterior que ocurre en el sistema nervioso central. Los axones de los quimiorreceptores
olfativos terminan en los l6bulos antenales del cerebro, mientras que los axones de los
quimiorreceptores de contacto lo hacen en el ganglio del mismo segmento del cuerpo en

donde se encuentra el quimiorreceptor (Chapman 1998).

Mecanorreceptores

Las antenas también cumplen una funcién mecanorreceptiva que es llevada a cabo
por estructuras cuticulares diseminadas en la superficie o por estructuras subcuticulares que
no son visibles desde el exterior. Las sensilias de localizacion superficial se presentan en

distintas formas. Algunas son similares a un pelo (sensilias tricoideas) mientras que
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Figura Tres-5. Esquema de un corte de la vista interna del 6rgano de Johnston en la regién
distal del pedicelo (a) y de un escolopidio (b). (Tomado de Barth 1953 y de Chapman 1998,
respectivamente).
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Los mecanorreceptores responden a cualquier distorsion mecanica del cuerpo.
Algunos son sensibles a estimulos internos (funcidn propioceptiva) y otros a estimulos
externos (funcion exteroceptiva) de diversas modalidades. Los exteroeceptores reaccionan
ante el contacto con objetos del ambiente, aunque también son sensibles a estimulos
mecanicos en forma de sonidos, vibraciones y movimiento de particulas transmitidos a
través de distintos medios (aire, agua o sustrato). Los propioceptores, por otra parte,
proveen informacidn sobre el estado de los drganos, musculos y articulaciones del cuerpo a
través de estimulos que se presentan en forma de tension, presion, distorsion y aceleracion
linear y angular (Iwasaki 1999).

La posicién —interna o externa— de una sensilia no esta directamente vinculada con el

origen —propio o externo— del estimulo que reciben. Por ejemplo, los érganos de Johnston,
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localizados en la cavidad de la antena, son sensibles a vibraciones o a corrientes de aire
originadas en el entorno, es decir, son exteroceptores a pesar de tener una localizacién
interna. Por otra parte, las articulaciones entre artejos y escleritos estan rodeadas de pelos
cuticulares que son estimulados por el desplazamiento de una parte del cuerpo relativa a
otra y cumplen una funcion propioceptiva a pesar de su proyeccion externa.

En cualquier caso, el mecanismo de transduccion involucrado es el mismo. Cuando
se produce una distorsion mecanica (flexion de un pelo o presion sobre un domo), la
dendrita se deforma y la energia mecanica asociada es transducida a energia eléctrica que
viaja en forma de impulsos que son procesados posteriormente. En el caso del 6rgano de
Johnston que, como mencionamos, forma un puente de articulacion ente el pedicelo y otra
en el flagelo, el movimiento de una de estas partes de la cuticula respecto a la otra
distorsiona el escolopidio. La transduccion, aparentemente, depende la actividad de canales

10nicos sensibles al estiramiento.

Termo- e higrorreceptores

Si bien en menor proporcidn, las antenas también presentan numerosas células
sensoriales que cumplen una funcion termo- o higrorreceptora. Algunas detectan descensos
en la humedad relativa y se llaman xerorreceptores, mientras que otras son sensibles a
aumentos en la humedad y se denominan higrorreceptores. Por otra parte, algunas células
termorreceptoras incrementan su actividad eléctrica frente a descensos en la temperatura —
por lo que se las denomina receptores “de frio’—, mientras que otras responden al
calentamiento y toman el nombre de receptores de calor. También se han encontrado
termorreceptores que responden a valores de temperatura dentro de un intervalo
determinado y son insensibles a temperaturas mayores o menores. Estos ultimo se pueden
considerar sensores de temperaturas absolutas (Chapman 1998).

Los cambios de temperatura que detectan estos receptores incluyen los que se
producen por la presencia de animales de sangre caliente en su cercania y son los que nos
interesan particularmente en este trabajo de Tesis.

En muchos insectos, la sensibilidad a cambios en la temperatura y en la humedad

relativa estd asociada a un unico tipo de sensilia que posee dos unidades receptoras de
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humedad (higro- y xerorreceptora, respectivamente) y una termorreceptora del tipo
“receptor de frio”. Estas tres unidades se encuentran en sensilias celocénicas presenten en
las antenas y otras partes del cuerpo de las vinchucas (ver mas adelante, Figura Tres—10).

Un tipo particular de termorreceptores son los sensibles a la radiacién infrarroja (IR).
Un receptor de IR se diferencia de un termorreceptor clasico en que, a pesar de que ambos
absorben energia en forma de calor, el receptor de IR es selectivo y absorbe energia
radiante s6lo en un intervalo particular del espectro electromagnético (Evans 1966a).

En el reino animal, s6lo en unas pocas especies se ha demostrado fehacientemente la
capacidad de percibir el calor radiante. Como mencionamos, éstas incluyen las serpientes
de las familias Crotalidae y Boeidae (Bullock y Cowles 1952, Hartline 1974), el coledptero
Melanophila acuminata (Evans 1964) y las vinchucas 7. infestans (Lazzari y Nifiez 1989)
y R prolixus (Schmitz et al. 2000). En estas Gltimas dos especies, no se ha podido
identificar ain los receptores involucrados.

La estructura y funcion de los termorreceptores de las vinchucas se describe mas

adelante en este capitulo (ver Los termorreceptores de insectos).

Los receptores sensoriales en triatominos

Entre los primeros estudios de los receptores sensoriales de un insecto hematofago, se
encuentran aquellos realizados en la vinchuca R. prolixus por Wigglesworth y Gillet
(1934a). Estos autores describieron cuatro tipos de sensilias a las que les asignaron
tentativas funciones mecanicas, de olfacion y de termorrecepcion segin criterios
morfoldgicos y de abundancia.

Posteriormente Barth (1952) describié una estructura de funcién desconocida en
triatominos: la cueva de cerdas sobre la cual especuld que podria tener una funcion
termorreceptora. Este 6rgano esta ubicado en el tercio distal del pedicelo y presenta una
cavidad con forma de saco revestida por numerosas cerdas muy delgadas que se comunica
con el exterior mediante un canal (Lazzari 1983) (Figura Tres—6). Este drgano esta
presente en varios redividos hematofagos ~entre ellos T. infestans y R. prolixus— (Catala
1994) pero parece estar ausente en chinches con habitos entomofagos o fitéfagos (Barth

1952).
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Figura Tres—6. a) Esquema de la cueva de cerdas realizado luego de clarificar el pedicelo de
la antena de 7. infestans. S6lo se muestran las sensilias quéticas presentes en la superficie
externa del pedicelo. b) Fotomicrografia del orificio externo de la cueva de cerdas que
comunica con el interior a través de un canal con paredes plegadas. (Tomado de Lazzari y
Wicklein 1994).

La morfologia de la cueva de cerdas no se corresponde con la de un quimiorreceptor
ni con la de un mecanorreceptor, pero tiene algunas similitudes con los termorreceptores.
Ademas, registros electrofisiolégicos mostraron que si bien no responde a la estimulacion
con compuestos como el acido lactico, acido butirico o diéxido de carbono (Lazzari y
Wicklein 1994), es sensible a la estimulacion térmica. Todos estos datos apoyan una
funcion termorreceptora para este 6rgano. Mas aun, se ha postulado la posibilidad de que la
cueva de cerdas funcione como un termorreceptor sensible a la radiacion infrarroja (Lazzari
y Wicklein 1994) pero esta especulacion no ha sido atin apoyada experimentalmente.

El mismo autor que descubriera la cueva de cerdas también describi6 el organo de
Johnston (ver Figura Tres—5a) y un 6rgano novedoso encargado de controlar la insercion
de los estiletes mandibulares en los tejidos del hospedador (Barth 1953).

El primer estudio electrofisiologico de los receptores sensoriales de 7. infestans se
realizo estimulando sensilias olfatorias de las antenas con aliento humano (Mayer 1968).
Posteriormente Bernard (1974), en su Tesis Doctoral, realizé un vasto estudio sobre la

fisiologia de diversos tipos de receptores. Este autor hallé respuestas a diversos estimulos,
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tales como olores, humedad, calor y velocidad del aire. En su trabajo, Bernard (1974)
realizo registros electrofisiologicos de varias sensilias antenales de T. infestans y describid
la respuesta de 4 mecanorreceptores, 3 quimiorreceptores y 1 higro-termorreceptor.

Posteriormente, el analisis morfoldgico permitié identificar 18 tipos diferentes de
sensilias en las antenas de 7. infestans (Lazzari 1983). Los resultados, obtenidos con
métodos morfolégicos sencillos fueron coincidentes con aquellos obtenidos por Bermnard
mediante analisis electrofisiolégico.

La diversidad y clasificacion de los receptores sensoriales de 7. infestans ha sido
recientemente revisada por Insausti et al. (1999). En la actualidad se agrupa a las sensilias
de acuerdo con su posible funcidon en 8 tipos morfolégicos de mecanorreceptores, 1

mecano-quimiorreceptor, 5 quimiorreceptores y 2 termorreceptores (Tabla Tres-I).
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Tabla Tres-I. Estructuras sensoriales localizadas en las antenas de Triatoma infestans.
(Tomado de Insausti et al. 1999).

Tipo Morfologia Localizacién Modalidad  Tamafio

I Sensilia quética/ pared gruesa Esc.-Ped Mecano. 70?;';(;
I Sensilia quética/ pared gruesa Flag. Mecano. 290-340
I  Sensilia quética/ pared gruesa Esc.-Ped.-Flag. Mecano. 21-46
IV Sensilia quética/ pared gruesa Memb. articular  Mecano. 25-37
V  Trcobotria Ped. Mecano. 230-275
VI Sensilia campaniforme Esc.-Ped. Mecano. 6-8

VII  Sensilia quética pared gruesa Flag. (2°) Mecano.- 30-125

Quimio.

VIO  Sensilia tricoidea/ pared fina Ped.-Flag. Quimio. 54-64
IX  Sensilia tricoide/ pared gruesa Flag. Quimio. 65-107
X Sensilia basiconica/ pared gruesa Flag. Quimio. 16-17
XI  Sensilia basiconica/ pared fina Ped. Quimio. 10-15
XII  Sensilia celoconica radiada Esc.-Pedic. Quimio. 2.5-3.0

XII  Sensilia celoconica Esc.-Ped.-Flag. Termo-Higro 5.0-5.5

XIV  Cueva de cerdas- Ped. Posible Termo  200-230

(interna)

XV Organo de Johnston Ped. Mecano. (interna)

XVI ()rga.no controlador mandibulas Ped. Mecano. (interna)

Referencias
Esc.: Escapo Quimio.: Quimiorreceptora

Flag.: Flagelo

Memb.: Membrana
Ped.: Pedicelo
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En T infestans, las sensilias mas abundantes en el estado adulto son
quimiorreceptores de tipo VIII y IX y mecanorreceptores de tipo 1. Como mencionamos
anteriormente, se encontraron varios mecanorreceptores con funcion propioceptiva en las
articulaciones de los artejos antenales. En la articulacion entre el tubérculo antenifero y el
escapo fueron descriptos tres pelos cortos, algunas sensilias de tipo IV y algunos poros
(Figura Tres-7). Como veremos mas adelante, estos propioceptores son de particular

interés para este trabajo de Tesis.

Figura Tres-7. Fotomicrografia de sensilias ubicadas en las articulaciones entre diferentes
artejos. a) y b) Articulacion entre el escapo y el pedicelo. A la izquierda en b) se puede ver una
sensilia mecanorreceptoras de tipo IV. c) Detalle de la sensilia de tipo IV. d) Articulacion ente
los dos artejos del flagelo. (Tomado de Insausti et al. 1999).

10um 40 pm
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Entre el escapo y el pedicelo se encontraron, ademas, tres pelos conicos, dos del lado
interno y otro del lado externo, en la base del nédulo (ver Figura Tres-7b). Entre el
pedicelo y el flagelo se describid un Unico pelo. Por otra parte, en la articulacién entre el
primer y segundo segmento del flagelo se describieron dos de tales pelos (Figura Tres-7d).

En cuanto a la termorrecepcion, se ha descrito un tipo de sensilia que podria cumplir
esta funcidn. Se trata de una sensilia celocdnica, denominada de tipo XIII, cuya funcidén
termorreceptora ha sido apoyada por evidencias morfologicas (Mclver y Siemicky 1985) y
electrofisiologicas (Bernard 1974). Su estructura sera descrita en la siguiente seccidn

dedicada a los termorreceptores.

Los termorreceptores

Los primeros estudios sobre higro- y termorrecepcion en artropodos comenzaron por
demostrar que varias especies son capaces de orientarse en un gradiente de humedad
(Shelford 1913) y responder a gradientes de temperatura y de humedad en el aire
(Wigglesworth 1941). Trabajos posteriores intentaron identificar estos receptores y
sefialaron a las antenas como el principal sitio donde estan ubicados los 6rganos encargados
de la termo- e higrorrecepcion.

El primer registro electrofisiologico exitoso en este tipo de sensilias fue realizado en
las antenas de abejas (Lacher 1964, citado por Yokohari 1999), en un receptor de humedad
y uno “de frio” presentes en una misma sensilia celoconica. Trabajos posteriores
describieron dos tipos de higromreceptores en cucarachas, uno que responde al aumento y
otro al descenso de la humedad relativa (Winston y Green 1967, citado por Yokohari 1999).
Mas tarde, se registraron impulsos eléctricos de una misma sensilia celocdnica en la antena
de una langosta junto con impulsos provenientes de un receptor “de frio”. Este trabajo fue
el primero en demostrar que una unidad higro-, una xero- y una receptora “de frio” podian
estar alojadas en una misma sensilia (Waldow 1970, citado por Yokohari 1999). De ahi en
mas, estas triadas fueron descritas en varias especies de insectos.

En T. infestans, la triada fue descrita en las mandibulas (Pinet 1969, Bemard 1970,
Pinet y Bemnard 1972 tomados de Yokohari), en sensilias celoconicas ubicadas en las

antenas y en otros sitios del cuerpo. Estas sensilias, en la actualidad denominadas de tipo
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XIII, presentan una estructura externa hundida en una cavidad de la cuticula que forma la

pared del cuerpo (Figura Tres-8).

Figura Tres—8. a) Esquema de un corte longitudinal de una sensilia celoconica que muestra la
estructura de un termo-higrorreceptor. b) Fotomicrografia de upa sensilia celocénica de tipo
XIII presente en las antenas de 7. infestans. (Tomado de Chapman 1998 y de Lazzari 1983,
respectivamente).
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Por su morfologia no se puede asignar una funciéon gimio- o mecanorreceptora a las
sensilias de tipo XIII. La impermeabilidad a colorantes y los resultados de pruebas
preliminares de orientacion hacia el calor en insectos con mutilaciones antenales parciales
(Lazzari 1983) apoyaron una posible funcion termorreceptora que fue confirmada por
registros electrofisiolégicos (Bernard 1974). El analisis ultraestructural de estas sensilias
celoconicas en R. prolixus revel6 la presencia de tres unidades probablemente higro-, xero-
y “de frio”, respectivamente (Mclver y Siemicky 1985).

Investigaciones posteriores en otras especies de insectos describieron un receptor de
frio morfolégicamente diferente al presente en la triada (Loftus 1976 y 1978, Altner et al.
1977, Schaller 1982, Nishikawa et al. 1992) y en varias especies se encontraron tanto
receptores de frio como de calor (Davis y Sokolove 1975, Loftus y Corbiére-Tichané

1981). También se han hallado termorreceptores asociados a sensilias olfatorias
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multiporosas en Periplaneta americana (Chapman 1989). Posteriommente, se describid una
nueva triada formada por un higrormreceptor, un xerorreceptor y un termorreceptor —sensible
al aumento de la temperatura— en una especie de araiia (Ehn y Tichy 1994).

Los termorreceptores asociados a receptores de humedad en las triadas se encuentran
en senstlias celocdnicas, en general en una relacidn de dos receptores de humedad por cada
termorreceptor. Estas sensilias se proyectan desde la superficie cuticular y tienen forma de
pelo corto 0 de domo en una depresion. No tienen poros y su insercién no es movil. Pueden
proyectarse sobre la superficie o encontrarse dentro de una cavidad. En general, las
sensilias expuestas se encuentran asociadas con mecanorreceptores que forman una especie
de “sombrilla protectora” que impide que entren en contacto con objetos externos
(Yokohari 1999).

Dentro de las sensilias, los receptores de humedad presentan dendritas que ingresan
dentro del cuerpo de la sensilia mientras que las dendritas de la célula termorreceptora
terminan debajo de la base de la sensilia (ver Figura Tres-8a). Los termorreceptores se
caracterizan por presentar extensas ramificaciones en los segmentos externos de sus
dendritas, que aumentan el area para sitios receptivos, y lamelas que no entran en el cono
distal. Las membranas de estas lamelas tienen estructuras que son exclusivas de los
termorreceptores, pequefios cuerpos con forma de nddulo que en preparaciones de-
criofractura se ven en un arreglo ortogonal. Estas estructuras estan presentes en todos los
termorreceptores de insectos, lo que sugiere que podrian jugar un papel en la transduccion
de estimulo térmicos.

Los estudios ultraestructurales realizados recientemente, junto con analisis
electrofisiolégicos permitieron comenzar a especular acerca del funcionamiento de los
termorreceptores. El mecanismo mas aceptado en la actualidad para la termorrecepcion
clasica postula que el calor induce cambios de fase en los lipidos de membrana de las
dendritas pertenecientes a las neuronas sensoriales. Este cambio de fase dispararia la
apertura de ciertos canales de membrana, lo que a su vez induciria corrientes 16nicas a nivel
del receptor. Se ha propuesto que las estructuras en forma de nddulo observadas en los

cortes por criofractura serian los canales de comentes de receptor. En este modelo, los
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lipidos actuarian como un “termémetro” (Steinbrecht 1989). Si bien el modelo propuesto
presenta algunos problemas —por ejemplo, no explica el proceso de control de los canales
por el cambio de fase de los lipidos— es una de las hipétesis mas aceptadas en la actualidad
(Yokohari 1999).

Como ya mencionamos, algunos animales son capaces de recibir el calor radiante. La
idea de que los insectos poseen receptores de IR ha sido propuesta hace tiempo por varios
autores (Callahan 1965 a y b, Hsiao y Susskind 1970, Hsiao 1972). Mediante el analisis de
las propiedades dieléctricas de la cuticula y de las sensilias antenales, los autores
mencionados demostraron que los insectos poseen estructuras fisicamente capacitadas para
la recepcion IR y en varias especies se ha comprobado la preferencia por lugares irradiados
con IR proveniente del sol (Vielmetter 1956 y 1958, Magnum y Callahan 1968, Gogala
1978, Remmert 1985).

Sin embargo, s6lo en pocas especies de insectos como las del género Melanophila se
ha podido demostrar fehacientemente la capacidad de recepcidn IR ademas de brindar una
con una descripcidon detallada de los dOrganos receptores. Los termorreceptores de M.
acuminata estan ubicados en el torax (Evans 1964, 1966 ay b). Los estudios morfoldgicos
del receptor con microscopio Optico (Evans 1966b, 1975) y electronico (Vondrian et al.
1995) han descrito en detalle las sensilias involucradas y también se ha caracterizado su
respuesta electrofisiolégica (Schmitz et al. 1997).

El receptor de IR de M. acuminata consiste en un grupo de 50-100 sensilias con
forma de domo situadas en una cavidad cerca en las coxas mesotoracicas (Evans 1966b).
Cada sensilia esta asociada a una glandula multiporosa que produce finos filamentos de
cera en forma continua. En consecuencia, la cavidad aparece cubierta por una red
tridimensional de fibras de cera (Evans 1975).

Al microscopio electronico se observa que cada sensilia tiene una estructura cuticular
con forma de esférula y aspecto de lente que se proyecta sobre la superficie y esta cubierta
por una fina capa de cuticula. La esférula se encuentra inervada por una nica neurona
sensorial anclada a ella. La insercion de la dendrita es excéntrica, como en los

mecanorreceptrores y no se encontraron evidencias de que tenga una funcién optica como
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sugiere su apariencia. Este receptor comparte otras caracteristicas con los
mecanorreceptores por lo que los autores postularon que las termosensilias podrian haber
derivado de sensilias mecanorreceptoras (Vondrian 1995).

A partir del estudio de la transmision de radiacion IR a través de los componentes
cuttculares del 6rgano, los autores postulan un mecanismo de accidn para este receptor en
el cual el termorreceptor trabajaria como un mecanorreceptor. Esta idea es apoyada por el
hecho de que el estimulo al que responde el termorreceptor es una deformacion del extremo
de la dendrita aparentemente causada por una expansion de la cuticula debida a la absorcion
de radiacidén térmica. Esa compresidn seria transducida en energia eléctrica, tal como ocurre
en un mecanorreceptor (Vondrian et al. 1995). Debido a la falta de esclerotizacion de la
cuticula, este drgano es transparente a la radiacion en el espectro visible pero tiene una
maxima absorbancia en las longitudes de onda a las que el receptor es mas sensible. Es
interesante que esta porcion del espectro, para la que el insecto presenta la maxima
sensibilidad, coincide con las longitudes de onda que caracterizan la emision de los
incendios forestales, hacia los que el coledptero es atraido (alrededor de 3 p).

El mecanismo de accidn postulado para los receptores de M. acuminata es diferente
al descrito para los termorreceptores de IR de las serpientes. En estos Gltimos, la radiacion
calienta una membrana ricamente inervada por terminaciones dendriticas del nervio
trigémino y, asi, actia como un verdadero termorreceptor (Bullock y Fox 1957).

Como ya mencionamos, la capacidad de recepcidn de la radiacion IR también ha sido
demostrada en T. infestans (Lazzari y Nufiez 1989) y en R. prolixus (Schmitz et al. 2000).
Ambos insectos muestran respuestas de comportamiento caracteristicas de la busqueda de
alimento cuando son enfrentados a una fuente de calor. Esta respuesta a la estimulacion
térmica se mantiene intacta aun cuando filtros transparentes a la radiacion IR son
interpuestos entre el insecto y la fuente, impidiendo la formacién de gradientes térmicos a
través del aire y de corrientes de conveccidn. Si en cambio, se utilizan filtros opacos al
calor radiante, la respuesta es abolida.

Sobre la base de esta sensibilidad a la radiacion IR en las vinchucas, en experimentos

preliminares a este trabajo de Tesis se estudio la capacidad de absorcion de radiacion IR
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por parte de la cuticula de las antenas, ya que éste seria un requisito para la recepcion de IR
por parte de los termorreceptores. El analisis revel6 que el material del que estan formadas
las antenas presenta una absorbancia de alrededor del 30% en una zona del espectro que
coincide con la ventana atmosférica al infrarrojo: entre 3 y S p y entre 8 y 12 p. St bien el
poder de absorbancia del material cuticular no fue muy significativo —probablemente
debido a la poca cantidad de muestra— resulta interesante que la absorcién se produjo en

una zona del espectro que coincide con el intervalo de emision de la piel de mamiferos y

aves que se encuentra entre 4 y 20 p (Hardy 1934).
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CUATRO. El enfoque experimental y las manipulaciones

La larga historia evolutiva que relaciona a todas las formas de vida —actuales y
extintas— es una historia de resoluciéon de “problemas” que se presentan en forma de
presiones selectivas. A lo largo de los 3.800 millones de afios de vida sobre la Tierra, los
organismos que respondieron a las presiones del ambiente evolucionaron y dieron lugarala
enorme diversidad actual. Esta historia compartida dejé un sello en todos y cada uno de los
seres vivos que hoy pone en evidencia la similitud de los problemas con los que se vieron
enfrentados.

Dentro de ese marco evolutivo, los distintos niveles de analisis del comportamiento —
sintetizados en los porqué y los como los animales hacen o no hacen ciertas cosas— ponen
énfasis en las diferentes maneras de encarar su estudio y en los distintos contextos
bioldgicos en los que esos comportamientos ocurren.

El estudio del comportamiento como disciplina recorrid un largo camino desde que la
escuela etologica sentara las bases del estudio de los animales en su ambiente en los afios
1930 y se desarrolld y diversificd hasta llegar a ser la actividad multidisciplinaria que es
hoy. En la actualidad, las preguntas acerca del comportamiento se plantean desde las areas
mas diversas y con los mas diversos enfoques. Asi, se estudian las bases genéticas y los
mecanismos de desarrollo del comportamiento, los procesos sensoriales y motores que
subyacen las interacciones entre organismos y entre los organismos y el medio, ademas de
los mecanismos evolutivos que modelaron los comportamientos sociales y las estrategias
individuales.

El estudio del comportamiento se vale del aporte de numerosas disciplinas que
incluyen la fisiologia, la anatomia, la ecologia, la zoologia, la genética, el desarrollo, la

quimica, la bioquimica, la biofisica, las matematicas y la evolucion.

La fisiologia sensorial

Entre las vanas caracteristicas que hacen a un ser “vivo” se encuentran la capacidad
de intercambiar materia, energia e informaciéon con el medio ambiente. Esta capacidad

cobra especial importancia en organismos que habitan ambientes variables ya que ellos
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dependen de ese intercambio para mantener un estado de homeostasis. La informacidn que
provee el ambiente y los organismos que lo habitan permite que ciertas condiciones
internas como la temperatura, la concentracion de solutos y el contenido de agua se
mantengan dentro de intervalos aptos para la supervivencia. Ademas, esta informacidn es
imprescindible para la localizacién de recursos.

Todo animal necesita incorporar materia en forma de alimento con una cierta
frecuencia para satisfacer sus demandas nutricionales y de materias primas. La localizacion
de la fuente de alimento, con frecuencia, requiere que un animal analice la informacion
recogida por sus 6rganos sensoriales —como por ejemplo, la posicion de una presa en el
espacio—, la procese y despliegue un comportamiento que lo ponga en contacto con esa
presa. Sin esa informacién no es posible para el animal llevar a cabo sus funciones mas
basicas.

El concepto de informacién es relativamente reciente. En 1948, Wiener (1948, citado
por Dusenbery 1992) y Shannon y Weaver (1949, citado por Dusenbery 1992)
desarrollaron en forma independiente una teoria cuantitativa de la informacion. Esta teoria
surgié como un intento de resolver un problema practico en el marco de la ingenieria de las
comunicaciones: cOmo transmitir mensajes sin que €stos se confundan con sefiales de ruido.
En el intento de contestar esta pregunta surgié una definicion precisa del concepto de
informacidn que la describe como la “pérdida de incertidumbre”. También se describieron
los componentes involucrados en su transmision, que son, un emisor del cual proviene la
sefial, un receptor que la capta y un canal a través del cual la informacion circula en forma
de sefial o estimulo. La informacidn es transmitida a través del canal, que a su vez involucra
algiin agente fisico que lleva el estimulo junto con todas las caracteristicas del ambiente que
afectan la transmision.

Los conceptos descritos en la Teoria de la Informacion fueron tomados por la
biologia y aplicados a las interacciones informacionales que ocurren entre los organismos o
entre un organismo y el medio que lo rodea. Si bien la informacién es un concepto
abstracto y no puede observarse de manera directa, un experimentador externo puede

alterar la fuente de estimulo y analizar el cambio en el comportamiento del receptor que
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ocurre como consecuencia de la manipulacién experimental. Este enfoque permite inferir
que hubo transmision de informacion.

El estudio de la adquisicion de informacion por medio de 6rganos especializados y su
procesamiento posterior por parte del sistema nervioso constituyen el campo de estudio de
la Fisiologia Sensorial. Dentro de ese marco, la Fisiologia de!l Comportamiento analiza las
respuestas comportamentales que derivan de la estimulacion. En la actualidad, se intenta
comprender como los organismos codifican, adquieren y procesan la informacién del
ambiente a nivel molecular, celular, de sistemas y comportamental.

La escuela de la fisiologia del comportamiento, fundada por Erich von Holst en la
década de 1950, fue uno de los primeros intentos de analizar las relaciones funcionales que
existen entre los elementos que constituyen a los sistemas vivos. El organismo en estudio se
consideraba como un sistema de cajas negras —asi llamados los elementos desconocidos—
cuya funcion y conexiones podian deducirse del analisis de las relaciones entre las entradas
sensoriales y las salidas comportamentales. La fisiologia del comportamiento pone énfasis
en minimizar las manipulaciones del animal en estudio de manera que responda con su
comportamiento a las preguntas del experimentador como si no estuviera siendo parte de un
experimento. Los experimentos se llevan a cabo bajo condiciones controladas y se analizan
en forma cuantitativa por medio de dispositivos y- métodos de estimulacion y de registro.
Estos se construyen de manera que sean adecuados al animal y al problema en estudio. En
la actualidad, la informacién obtenida por estos medios se complementa con estudios
fisiologicos, morfologicos a nivel celular o molecular y con las técnicas que sean necesarias
para construir un cuadro completo de las capacidades sensoriales del animal.

Los experimentos realizados para este trabajo de Tesis fueron disefiados en el marco

de la Fisiologia del Comportamiento.

Las manipulaciones experimentales llevadas a cabo en esta Tesis

Los dispositivos usados en este trabajo de Tesis fueron construidos segun los
requerimientos de cada experimento. De la misma manera, las manipulaciones y la

preparacidn de los animales se adaptaron a cada situacidén particular. Estos dispositivos y
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procedimientos se describen en cada capitulo, en la seccion Materiales y Métodos. Sin
embargo, como en muchos casos se utilizaron las mismas arenas experimentales y se
repitieron los métodos, se decid16 presentar las manipulaciones y los materiales comunes a

todos o varios de los experimentos en esta seccion.

Los animales y su preparacién

En todos los experimentos se utilizaron larvas del cuarto o quinto estadio de T.
infestans, criadas en el laboratorio. Los insectos fueron mantenidos en frascos de acrilico
cuya base y tapa eran de tul o malla de tela. De esta manera, se permitio la libre circulacion
del aire. Dentro de los frascos se colocd un trozo de papel de filtro plegado, el que
demostré ser un sustrato adecuado para los insectos. Los frascos se mantenian en el interior
de una camara con temperatura (29°C), humedad relativa (50-70%) y ciclo de iluminacién
(12hs:12hs) controlados por dispositivos electronicos.

Las vinchucas fueron alimentadas por medio de un alimentador artificial (Nufiez y
Lazzan 1990) con sangre de ovinos o bovinos heparinizada (1UI de heparina/ml de sangre).
El nivel de ayuno de los insectos en el momento de realizar los experimentos fue un punto
importante a considerar, ya que es una variable que condiciona fuertemente las respuestas
comportamentales. En condiciones de pocos dias de ayuno, se espera que los animales no
respondan a la estimulacion térmica, ya que ésta representa una fuente potencial de
alimento. Por otra parte, en condiciones de un periodo excesivo de ayuno puede ocurrir un
deterioro del estado fisioldgico de los animales, aparecer una gran variabilidad en las
respuestas o, en casos extremos, que éstas no se manifiesten.

Trabajos realizados en nuestro Laboratorio (Goldberg com. pers.) indican que a partir
del quinto dia de ayuno, luego de la ecdisis entre el cuarto y quinto estadio, la probabilidad
de alimentarse espontineamente en el alimentador artificial es cercana al 100%.
Considerando este hecho y la disponibilidad de animales, se trabajé con periodos de ayuno
de alrededor de 30 dias postecdisis, para asegurar una buena disposicion de los insectos a

responder y evitar los efectos deletéreos de un ayuno muy prolongado.
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La preparacion de los animales experimentales (e.g., cobertura de los ojos, corte de
antenas, fijacién con cera de un elemento de sujecién, etc.) siempre finalizo por lo menos

24 horas antes de los ensayos.

Privacion de la entrada de informacion visual

En la mayor parte de los experimentos los insectos fueron privados de la entrada de
informacion visual. Sélo en los ensayos de preferencia térmica bajo un régimen de luz-
oscuridad en los que se utilizé6 una iluminacidon especial para la filmacion (ver: La
adquisicion y el procesamiento de los datos) se dejaron los 0jos descubiertos. En todos los
demas casos, los 0jos compuestos de las larvas se cubrian con una capa de pintura acrilica
negra.

El procedimiento se realizaba sobre el animal sujeto en un “cepo” construido ad hoc
y con la ayuda de un microscopio estereoscopico. El cepo era en una base de acrilico de 5 x
5 cm con un iman pegado en el centro. El insecto se colocaba sobre el iman y quedaba
sujeto con un trozo de gasa colocado sobre el tdrax que a su vez estaba ajustado

lateralmente por otros dos imanes (Figura Cuatro—1).

Figura Cuatro—1. Diagrama del dispositivo usado para manipular las vinchucas. El insecto se
encontraba sujeto por un trozo de gasa ajustado por medio de un juego de imanes.

vinchuca\ : /

imanes

2 base de
gasa / acrilico

Antenectomia

Los animales que serian antenectomizados eran expuestos brevemente a un corto

periodo de baja temperatura. Los insectos eran colocados dentro de un tubo de ensayo que,
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a su vez, era introducido dentro de un frasco con agua y hielo, o en un congelador a -20°C.
Segun el método utilizado, permanecian en esta situacion alrededor de un minuto o hasta
que dejaran de moverse. Ensayos previos habian revelado que este procedimiento no altera
la capacidad de deteccion de una fuente térmica en esta especie. Una vez inmovilizados, los
insectos eran colocados en el cepo.

Una o ambas antenas de los insectos experimentales eran cortadas utilizando una
tijera de microcirugia. El corte se realizaba cerca de la base de la antena, en la membrana
que une el escapo con el tubérculo antenifero. Al efectuar el corte se observd, en algunos
casos, que surgia una pequeiia gota de hemolinfa del tubérculo antenifero. Sin embargo, se
comprobd que todos los animales recuperaban su actividad normal al transcurrir unos
minutos dentro del frasco y que no eran afectados en forma apreciable por la operacion.

Una vez concluida la antenectomia, las vinchucas eran transferidas a un frasco como
el utilizado para la cria de los insectos, donde permanecian hasta el momento del ensayo

que ocurria al dia siguiente de la manipulacion.

Preparacion para los ensayos de lazo abierto

Para los ensayos a lazo abierto (ver a continuacion: Las condiciones experimentales),
se pegaba un pequeifio rectangulo de cartulina al torax por medio de una gota de cera que se
derretia con calor utilizando un microcauterio eléctrico. Este elemento de sujecidon era
colocado utilizando un microscopio estereoscopico, con el insecto inmovilizado en el cepo,
cuidando de proteger las antenas. Si un animal tocaba la punta caliente del microcauterio

con sus antenas, era descartado de los experimentos.

Las condiciones experimentales

Se realizaron basicamente dos tipos de ensayos —a “lazo abierto” y a “lazo cerrado”-
que requirieron el uso de diferentes dispositivos. En los ensayos a lazo cerrado (i.e., con
retroalimentacion), el comportamiento del insecto modifica los parametros del estimulo, ya
que su posicion relativa varia conforme el animal se desplaza respecto a la fuente de
estimulacion. En los ensayos a lazo abierto (i.e., sin retroalimentacidn), por el contrario, la

fuente de estimulo mantiene una misma posicion relativa y, por lo tanto, los parametros que
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dependen de la distancia entre el insecto y la fuente de estimulacidn, asi como de la
posicidn relativa de ambos, también se mantienen constantes. Este tipo de dispositivos
permite observar, ademas, la “intencion” de un animal de desplazarse en determinada
direccion sin alterar los parametros de estimulacion.

En los ensayos de esttmulacion a lazo cerrado realizados en este trabajo de Tesis, los
animales se encontraban libres en arenas experimentales que eran basicamente recipientes
de vidrio de diferentes dimensiones. En estas condiciones, a medida que el animal se
acercaba a la fuente de calor, los pardmetros de estimulacién iban cambiando, eg., la
intensidad del estimulo se incrementaba. Durante el proceso de aproximacion podia variar,
asimismo, la orientacién del cuerpo del insecto relativa a la posicion de la fuente. Este tipo
de arenas experimentales fueron usadas para estudiar la aproximacién de insectos a una
fuente de calor desde distintas distancias y en ensayos de preferencia en un gradiente
térmico.

En los ensayos de estimulacidon a lazo abierto, los animales se encontraban en una
posicion fija respecto a la fuente. Para estos experimentos, las vinchucas eran suspendidas
por medio de una pinza que las sujetaba del pequefio rectangulo de cartulina pegado a su
torax como describimos en la seccion anterior. La pinza, a su vez, era insertada en un
soporte de acrilico en forma de L, de manera que el insecto quedaba colgado en el aire.
Para permitir que el insecto se parara sobre una superficie y evitar la situacion inusual de
estar suspendido, se le ofrecia un pequefio tetraedro esférico (Spangenglobus) que era
rapidamente tomado entre sus patas (Figura Cuatro—2). De esta manera, durante el ensayo,
el animal podia caminar sin variar su posicion. El tetraedro de telgopor tenia un diametro de
alrededor de 2 cm y un peso cercano a los 40 mg, similar al peso promedio de los insectos
de quinto estadio utilizados.

Los experimentos realizados en estas condiciones permitieron analizar varios
parametros asociados a la respuesta del animal frente a la estimulacién, e.g., la actividad

locomotora y los movimientos antenales.

Figura Cuatro-2. Diagrama del dispositivo usado en los ensayos de lazo abierto. La vinchuca
se encontraba suspendida del téorax frente a la fuente de calor y sujetaba entre sus patas el
Spangenglobus.
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spangenglobus

La adquisicion y el procesamiento de los datos

Los ensayos fueron observados en forma directa o filmados para su analisis posterior.
Las video filmaciones se realizaron con dos tipos de camaras: una camara de video (Sony
Handicam CCD-TRS50, Video 8) con una lentilla de aproximacién o una camara sensible al
infrarrojo (IR) con una fuente propia de iluminacion de una longitud de onda de 850-900
nm. Esta altima fue utilizada en los ensayos de preferencia térmica bajo un régimen de luz-
oscuridad (ver: CINCO. El papel de los receptores antenales en el sentido térmico) en los
que los insectos debian conservar intacta la entrada de informacidn visual. Es importante
destacar que las longitudes de onda usadas para la filmacién no son detectadas por el
sistema visual de las vinchucas. Los ojos compuestos de T. infestans son sensibles a
longitudes de onda dentro de un intervalo entre 357 nm -ultravioleta— y 665 nm -rojo
lejano— (Reisenman, 2000), por lo que la iluminacion utilizada representa oscuridad
funcional para estos insectos. Por otra parte, este intervalo de longitudes de onda es
diferente al emitido por las fuentes térmicas usadas en los experimentos. Las fuentes de
calor utilizadas se encontraban a 32 °C. A esta temperatura, la emision infrarroja tiene
longitudes de onda de 4 a 20 p (Hardy 1934).

Los ensayos en los que se evaluaron angulos antenales o posiciones angulares en el
espacio fueron filmados con la camara colocada sobre la arena experimental o a un costado,
segun el plano que se deseara filmar (Figura Cuatro-3). En ocasiones, se realizaron
filmaciones en los dos planos simultineamente (i.e., horizontal y vertical con respecto al eje

longitudinal del cuerpo del insecto), pero éstas no pudieron ser sincronizadas.
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Las filmaciones fueron analizadas sobre la pantalla de un televisor de 20 pulgadas
(diagonal). Para la toma de datos se trabajo sobre la filmacidén, analizando cuadros
individuales con la imagen detenida.

Figura Cuatro-3. Esquema del dispositivo experimental usado para el registro en video del

comportamiento. El experimento era filmado mediante una cimara colocada sobre la arena
experimental conectada a una videograbadora en donde se almacenaban las imagenes.

filmacion del experimento

camara de video

fuente de calor
]

—3:? — = |CIDD DDDI .

vinchuca video casetera

suspendida
spangenglobus

Digitalizacion

En ensayos preliminares se registraban los puntos de interés manualmente sobre una
hoja de acetato transparente colocada sobre la pantalla del monitor y se anotaban las
coordenadas x- e y- para cada uno de los puntos marcados. Los valores de las coordenadas
de cada posicidon se analizaban en una planilla de calculo. De esta manera, se
reconstruyeron las primeras trayectorias de aproximacion de los insectos hacia la fuente de
calor caliente.

Como la técnica de toma de datos resultara muy efectiva, aunque muy engorrosa, se
disefié un sistema de digitalizaciéon que incluyé un programa desarrollado ad hoc. El
programa generaba un cursor (una pequeiia cruz) en la pantalla de un monitor de

computadora. La posicién del cursor en la pantalla podia ser almacenada en forma de
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coordenadas x- e y-. Por otra parte, por medio de una mezcladora de sefiales de video se
superponia la imagen filmada obtenida en los experimentos con la imagen del cursor,
tomada por una camara enfocada sobre la pantalla del monitor (Figura Cuatro—4). La
imagen final resultante permitia ver en la pantalla de un televisor el cursor superpuesto con
la imagen de las antenas.

Asi, fue posible determinar las coordenadas x- e y- de las posiciones deseadas, e.g.,
antenas, cuerpo, etc. Este sistema sencillo permiti6 la toma del gran volumen de datos que
resultaron de estos experimentos. Los datos obtenidos por medio de la digitalizacion fueron
cuantificados y analizados en planillas de calculo.

Un problema que presento la digitalizacién sobre la imagen de video que realizamos
surgié del hecho de que los las unidades que componen la imagen en la pantalla de un
monitor o de un televisor —llamados pixels— son rectangulares con el lado horizontal mayor
que el vertical. El programa utilizado para la digitalizacién indica las coordenadas en
unidades de namero de pixels. Al no tener los pixels el mismo tamafio en el eje horizontal
que en el vertical, el nimero de unidades que compone un segmenio de longitud fija es
diferente en ambos ejes, i.e. es menor en el eje horizontal. Por esta razén hubo que realizar
una correccion sobre los valores x- obtenidos previo a realizar cualquier calculos. Para ello,
se dibujé un cuadrado de 10 x 10 cm con un programa de graficos sobre la pantalla del
monitor de la computadora. Se tomaron las coordenadas x- e y- con el programa usado para
la digitalizacién y se calculé la cantidad de pixels en los lados verticales y horizontales del
cuadrado. Se calculd la diferencia obtenida en ambos ejes y el porcentaje. La comreccion
finalmente consistid en sumar a cada valor de x el 34% de su propio valor. Esta correccion
probd ser precisa y las correcciones se aplicaron a todos los datos antes de realizar
cualquier calculo basado en valores obtenidos por digitalizacion.

Es importante destacar aqui que, en nuestro sistema, el valor cero de coordenadas del
programa usado para la digitalizacion se encuentra en el extremo superior izquierdo de la
pantalla de manera que el numero de pixels de las coordenadas aumenta de arriba hacia

abajo y de izquierda a derecha.
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Figura Cuatro—4. La imagen grabada en video era proyectada —luego de pasar por una
mezcladora de video— sobre la pantalla de un televisor. Simultineamente, la imagen del
cursor generada sobre la pantalla de un monitor era filmada con una cimara de video y esa
imagen era superpuesta, por medio de una mezcladora, con la del experimento. La imagen
final obtenida en la pantalla del televisor permitia ver en forma simultinea el cursor (+) y la
imagen a digitalizar (e.g. , las antenas). De esta manera fue posible obtener las coordenadas x-
e y- de las posiciones deseadas.
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Calculo de las posiciones de insectos libres

Las trayectorias de aproximacion de los insectos hacia la fuente térmica se calcularon
a partir de las coordenadas x- e y- de sus sucesivas posiciones en el espacio respecto a un
eje externo de coordenadas rectangulares. Las posiciones se registraron sobre la pantalla del
televisor con la imagen detenida. En estos experimentos, el muestreo se realizé con una
frecuencia de alrededor de 10 cuadros (cada cuadro en el sistema de video NTSC utilizado
corresponde a 30 ms i.e., 33 cuadros por segundo). A cada posicion del insecto le fueron
asignados dos puntos: uno indicando la cabeza (cab) y el otro el extremo posterior o “cola”

(col). Cada uno de estos puntos esta caracterizado por sus coordenadas x- e y- (x-cab, y-
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cab; x-col, y-col) y la fuente (fte) tiene asociadas sus propias coordenadas (x-fte, y-fte), las
que permanecen fijas en el espacio.

Para poder independizarse del eje de coordenadas externo y presentar las posiciones
de los insectos con relacion a la posicion de la fuente, las coordenadas rectangulares fueron
convertidas, posteriormente, en coordenadas polares. Asi, para cada posicidn se calculd el
angulo A formado entre el insecto y el eje honizontal y se sustrajo del angulo p formado
entre la fuente y el eje horizontal. De esta manera, para cada posicion se obtuvo el angulo ¢

(¢ =pn—A) (Figura Cuatro-5).
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Figura Cuatro-5. Definicién de los dngulos que indican la posicién del insecto con respecto a
la fuente de calor (circulo gris) en un eje de coordenadas rectangulares cuyo origen se
encuentra en el extremo posterior del insecto. A es la desviacién del insecto respecto del eje
horizontal y p es el dngulo formado entre la fuente y el eje horizontal. La posicién de la
vinchuca respecto a la fuente térmica (¢) esta dada por la diferencia p— A.

La relacion entre las coordenadas rectangulares (x-,y-) de un punto P en un plano y
sus coordenadas polares (r, A) esta dada por las funciones trigonométricas seno y coseno (y

=rsen A; x =r cos A) (Figura Cuatro—6).

Figura Cuatro—6. Relacion entre las coordenadas rectangulares y polares de una fuente
térmica (circulo gris).
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El 4ngulo A formado entre el insecto y el eje horizontal se puede calcular utilizando

una de las dos funciones. En este caso se calculd usando la funcién coseno.
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x
—=cosA

xcab — xcol

A =acos> =acos
r V(xcab - xcol) + (ycab - ycol)?

El angulo p formado entre la fuente y el eje horizontal se calculé de manera similar:

xfte — xcol

X
H=4acCcoOs—=acos

r V(xfie - xcol)* + (yfte - yeol)’

Finalmente, el angulo @, que representa la posicion del insecto respecto a la fuente, se

dedujo de la diferencia entre los dos angulos calculados: ¢ = p - A

Calculo de los dngulos antenales

Los angulos antenales se calcularon por trigonometria con respecto a un sistema de
coordenadas rectangulares externo tomado como referencia y se analizaron
estadisticamente. Las posiciones de las antenas se registraron con la imagen detenida sobre
la pantalla del televisor. La toma de datos se realiz6 con una frecuencia que varié segun las
condiciones experimentales.

El criterio establecido para el muestreo de las posiciones antenales consistio en
descartar todos aquellos cuadros en los que al menos una de las antenas se encontrara fuera
de foco. Este criterio se tomé debido a la posibilidad de que ciertos efectos geométricos
pudieran inducir a una sobreestimacién de los valores angulares. Por lo tanto, en estos
experimentos, solo los cuadros en los que ambas antenas se encontraban en el plano focal
fueron considerados y posteriormente digitalizados.

Las antenas fueron filmadas con una lentilla de aproximacién asociada a la

videocamara descrita. El acercamiento y el aumento fueron suficientes como para que las
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dos antenas ocuparan toda la pantalla del televisor y las posiciones pudieran ser
determinadas con claridad utilizando el cursor.

En los registros de los movimientos en el plano horizontal se tomaron las posiciones
del extremo de la antena derecha (D), el extremo anterior de la cabeza (C) y el extremo de
la antena izquierda (I) (Figura Cuatro-7) en cada cuadro seleccionado con el criterio
mencionado anteriormente. Las coordenadas x- e y- de cada una de esas posiciones fueron
posteriormente analizadas en una planilla de calculo. Finalmente, se obtuvo el angulo
promedio formado entre las dos antenas en respuesta a los distintos tratamientos aplicados.

Para el calculo del angulo antenal se procedié de la siguiente manera. Primero se
definieron dos angulos, uno formado por la antena derecha (c.) y el otro formado por la
antena izquierda (o) y el plano medio de referencia (M). Se procedi6 de esta manera para
poder contar con dos triangulos (DCM e ICM) y un punto de referencia (M) necesario para

calcular los angulos de interés.

Figura Cuatro—7. Definicion de los dngulos antenales respecto a un eje de coordenadas
rectangulares externo. M indica el plano medio, D indica la antena derecha, I la antena
izquierda, C indica la cabeza, a4 es el angulo formado entre la antena derecha y M, o, es el
angulo formado entre la antena izquierda y M.

v
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Para cada cuadro, el angulo correspondiente a la antena derecha, oy, se calculd
usando el triangulo DCM y la funcion arco tangente como:

a = arctg (a/ b) donde a es el lado opuesto y b el lado adyacente del triangulo.

En nuestro caso, a4 se expresa como:

oq = arctg (aq / b)

Para obtener oy, primero se calculo el lado opuesto ag4 por diferencia entre las
coordenadas x- de los puntos D y M con respecto al eje de coordenadas.

a4 =Dx - Mx.

Luego se calculo b por diferencia entre las coordenadas y- de los puntos M y C con
respecto al eje de coordenadas.

b= My - Cy.

Conociendo los valores de as y b, se calculé finalmente o

Sigutendo el mismo procedimiento se calculé el angulo formado por la antena
izquierda y el plano medio del insecto, ai.

ai = arctg (a;/ b)
Finalmente, para cada cuadro se sumaron los angulos aq y @i y se obtuvo asi el angulo
formado entre las dos antenas a.

Los angulos a se promediaron y los angulos medios an se compararon entre
tratamientos. El tamafio de las muestras oscild alrededor de 50 para cada insecto en cada

situacion experimental.

Para los registros de los movimientos en el plano vertical se realizaron calculos
similares, con la diferencia que el angulo analizado fue el determinado por una de las
antenas y el plano horizontal (Figura Cuatro—8) y no el formado entre las dos antenas.
Esto se debid a la imposibilidad de que las dos antenas estuvieran simultineamente en foco.

Las posiciones antenales en este caso se obtuvieron registrando la posicién de la

punta de la antena y la posicion de la cabeza (C) en cada cuadro seleccionado con el criterio
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usado anteriormente. Cuando la antena se encontraba en una posicién superior al plano

horizontal se la llamé S y cuando se encontraba por debajo del plano se la llamé 1.

Figura Cuatro-8. Definicion de los dngulos antenales respecto a un eje de coordenadas
rectangulares externo. M indica el plano medio, S indica la antena cuando se encuentra por
encima de M e I cuando se encuentra por debajo de M, §, es el angulo formado entre la antena
en posicién superior y M, §; es el angulo formado por la antena en posicién inferior y M.

v

Las coordenadas x- e y- de cada una de esas posiciones fueron posteriormente
analizadas y se calcul6 el angulo promedio formado por la antena y el plano horizontal. Los
angulos formados por la antena en posiciones superiores al plano horizontal se
denominaron 8s y se consideraron positivos y los formados en posiciones inferiores se
denominaron §; y se consideraron negativos.

Para cada cuadro se calcul6 el angulo 8, formado por la antena y el plano horizontal
usando el triangulo CSM y la funcién arcotangente

ds = arctg (a,/ b)

El lado opuesto a; y el lado & se calcularon por el mismo procedimiento usado en los
calculos de los angulos horizontales.

a;= Sy — My.

b=Mx-Cx.

Conociendo a y b se calcul6 &
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De la misma manera se calcul6 el angulo formado por la antena y el plano medio
cuando la antena se encontraba por debajo de ese plano (5;).

di = arctg (a; /b)

Los angulos 6 se promediaron para las posiciones superiores e inferiores al plano y
los angulos medios dn se compararon entre tratamientos. El tamafio de las muestras fue
aproximadamente 50 para cada insecto en cada situacion experimental.

Todos los angulos descritos fueron determinados con un error de 1°.

Es importante aclarar que si bien la porcidn de las antenas elegida para registrar su
posicion —el flagelo— no esta controlada por musculos, la estructura de la antena es
suficientemente fuerte como para que este artejo no se desvie de la direccion general de la

antena y por lo tanto resulta un buen punto de muestreo.

Calculo del dngulo subtendido por la fuente de calor

En los experimentos presentados en SIETE. Los movimientos antenales frente a una
fuente térmica y OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion del tamafio de una
fuente térmica se usaron fuentes de tamaifios distintos colocadas a distintas distancias del
insecto. Los tamafios y distancias fueron seleccionados de manera que subtendieran los
angulos deseados en cada experimento.

En cada caso, se calculé el angulo subtendido a partir de una fuente de tamafio
conocido y a una distancia determinada, o se construy? la fuente de manera que subtendiera
un angulo deseado al ser colocada a una distancia determinada.

Los célculos se realizaron usando un método similar, pero esta vez a partir del
teorema de Pitdgoras que se expresa como
h*=a’+b’

y aplicando la funcidn seno al angulo subtendido.

El lado b es la distancia entre el insecto y la fuente de estimulacién, el lado opuesto a

es la mitad de la altura de la fuente y A es la hipotenusa del tridngulo formado (Figura

Cuatro-9).
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Figura Cuatro-9. Definicion de los angulos subtendidos por la fuente térmica en la posicién
del insecto suspendido (a la derecha). b es la distancia entre el insecto y la fuente, a es la mitad
de la altura de la fuente, h es la hipotenusa del triangulo formado; o es el angulo subtendido
por la mitad superior de la fuente y o, es el angulo subtendido por la mitad inferior de la
fuente (W=0+ 0,).

a[b\jw\w\ﬂ
/M

En el experimento presentado en OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion
del tamario de una fuente térmica, por ejemplo, se trabajé con una fuente de 10 x 10 cm
colocada a 15 cm de la cabeza del insecto.

En este caso,a=5cmyb=15cm.

Primero, se calculo el valor de A.

h*=a’+b?

h*=5%+15%=25+225=250

h=15_81

Una vez obtenido h, se calculd el angulo subtendido por la mitad de la fuente wo w;
a partir de la funcion seno:

seno® =ah=>5/15,81=0,32

® = arcsen a/h = arcsen 0,32 = 18,43°

El angulo calculado @ o @ es el subtendido por la mitad de la fuente. Por lo tanto, el
angulo subtendido por la fuente entera es el doble.

W=0x2=1843x2=36,6°

Asi, una fuente de 10 x 10 cm, colocada a 15 cm del insecto, subtiende un angulo W

de 36,6°.
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Los dos métodos descritos hasta ahora —uno usando la funcion arcotangente y el otro
usando la funcién seno— dan los mismos resultados y son formas alternativas de calculo que
pueden ser utiles en distintas condiciones, segun los datos iniciales con los que se cuente.

Con esta metodologia se calcularon los angulos subtendidos por una fuente a una
distancia dada.

En OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion de una fuente térmica
(Primera Serie Experimental) los angulos subtendidos por las fuentes de 5; 7,5 0 10 cm de
lado, colocadas a una distancia de 20 cm enfrente del insecto, se calcularon de la misma
manera y dieron como resultado los siguientes valores: 14,25°, 21,2° y 28,08°
respectivamente. A partir de esos angulos subtendidos se eligieron las distancias a las que
se coloco la fuente de 10 cm de lado en la Segunda Serie Experimental: 40; 26,7 0 20 cm
frente al insecto experimental. De esta manera se logré que en las dos series experimentales

las fuentes subtendieran los mismos angulos en los tres tratamientos.

69



CINCO. El papel de los receptores antenales en el sentido térmico Graciela Flores

CINCO. El papel de los receptores antenales en el sentido térmico

Introduccion Teérica

La temperatura del ambiente influye en numerosos procesos fisioldgicos, entre ellos
la regulacién de la actividad metabodlica, el crecimiento y el desarrollo. En animales
ectotérmicos como los insectos, en los que la temperatura corporal depende basicamente de
la del ambiente, la regulacion térmica es llevada a cabo por mecanismos fisioldgicos y
comportamentales (Precht et al. 1973). Por esta razén, la clave térmica y la capacidad de
percibir la temperatura cobran especial importancia en estos organismos.

Pero sin duda, el sentido térmico cumple una funcién clave en animales de habitos
hematofagos como los triatominos, ya que el calor que emana de sus hospedadores
potenciales puede representar una clave de gran significacién (Nicolle y Mathis 1941,
Fujita y Kloetzel 1976, Lazzari y Nufiez 1989, Nufiez y Lazzar 1990).

La influencia de la clave térmica en el comportamiento ha sido documentada en
varos insectos triatominos (ver DOS. Algunos aspectos del comportamiento de los
triatominos: la busqueda de alimento). Tanto Triatoma infestans como Rhodnius prolixus
extienden la proboscis para picar cuando se encuentran en proximidad de una fuente de
calor que tenga una temperatura superficial similar a la de un hospedador potencial, es
decir, alrededor de 32°C. La respuesta se desencadena cuando la temperatura de la fuente es
un par de grados mayor que la del ambiente y se incrementa hasta alcanzar un valor
maximo a 40°C y 45°C en ninfas y adultos respectivamente (Wigglesworth y Gillet 1934,
Lazzari 1990). En el contexto de la bisqueda de alimento, la diferencia que exista entre la
temperatura del hospedador y la del ambiente también es relevante, independientemente de
los valores absolutos de ambas (Nicolle y Mathis 1941).

Por otra parte, la informacién térmica también influye en la eleccion de
microambientes donde permanecer y, por lo tanto, en la distribucidon espacial de las
vinchucas. Larvas de T. infestans colocadas en un gradiente térmico durante periodos

breves —de 2 horas— muestran una preferencia por microambientes a temperaturas entre 26°

y 27°C (Di Luciano 1983). Experimentos en los que se expuso a los insectos a un gradiente
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de temperatura durante varios dias demostraron que la preferencia témmica de T. infestans
no es un fendmeno estatico, sino un proceso dinamico que revela un ritmo enddgeno con
variacion circadiana (Minoli 1999). También se ha demostrado que las vinchucas usan la
informacioén térmica para la sincronizacion de los relojes circadianos (Lazzari 1992).

En cualquiera de los casos mencionados, el uso de la clave térmica requiere de la
recepcion de informacion en forma de calor. Las vinchucas cuentan con una gran cantidad
de termorreceptores que se encuentran distribuidos en todo el cuerpo, pero en una mayor
cantidad en las antenas (Lazzan 1983, Mclver y Siemicki 1985, Lazzari y Wicklein 1994,
ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans).

Los trabajos clasicos de Wigglesworth y Gillet realizados en R. prolixus fueron los
primeros en demostrar el papel central de las antenas de las vinchucas en la basqueda de un
hospedador usando la clave térmica. Cuando estos insectos son antenectomizados
bilateralmente pierden la capacidad de localizar una fuente de calor (Wigglesworth y Gillet
1934). Los autores demostraron que la antenectomia unilateral también afecta la orientacién
en esa especie. Trabajos posteriores revelaron que R. prolixus presenta una preferencia por
temperaturas cercanas a 37° C para orentarse y picar (Fujita y Kloetzel 1976), si bien los
resultados no fueron analizados rigurosamente (ver DOS. Algunos aspectos del
comportamiento de los triatominos: la clave térmica).

Aunque todas las evidencias morfoldgicas y comportamentales mencionadas apoyan
la idea de que las antenas constituyen la principal via de ingreso de la informacidn térmica,
no todos los comportamientos en los que el calor demostro tener alguna influencia se ven
afectados por la ausencia de las antenas. Por ejemplo, la sincronizacién de los ritmos
circadianos —un proceso que depende de la entrada de informacién térmica— sélo es
afectado por la antenectomia en su expresion (i.e., adopta una forma unimodal en vez de
bimodal), pero no en la utilizacién de la clave de sincronizacién para ajustar la actividad en
un periodo diario (Lazzari 1992). Evidentemente, en este caso la falta de antenas, aunque
tiene un claro efecto en el control de la actividad no impide que el insecto obtenga

informacion, lo que indica que termorreceptores localizados en otras partes del cuerpo
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deben informar al sistema nervioso central de la variacion diaria en la temperatura
ambiente.

En este contexto, surge el interrogante acerca de si existe una especializacion en la
funcién de los termorreceptores antenales de las vinchucas. Esa pregunta se puede
desmembrar en diferentes preguntas mas especificas: ;Tienen los insectos un “sentido
térmico general” en el que participan termorreceptores distribuidos en todo el cuerpo o
ciertos termorreceptores estan involucrados en el control de comportamientos particulares?
¢Pueden ciertos termorreceptores asumir la funcién de otros?

Para contestar estas preguntas se realizaron experimentos en los que se compar6 la
respuesta de insectos intactos con la de animales antenectomizados en dos
comportamientos diferentes en los que la entrada térmica tiene una influencia importante: la
eleccion de un sitio donde permanecer y la extensidn de la proboscis en actitud de picar.
Asimismo, se analizd la capacidad de recuperacion por parte de los insectos
antenectomizados del comportamiento que normalmente presentan los controles.

Por otra parte, se realizd un experimento en el que —a diferencia de la mayoria de los
estudios sobre sentido térmico realizados en esta Tesis— los insectos contaban con entrada
de informacion visual. Esto se hizo para evaluar la posible interferencia que puede tener la
falta o no de entrada de luz, un estimulo que sincroniza el ritmo circadiano de

termopreferencia (Minoli 1999).

Seccion experimental

Para estudiar el papel de las antenas en la preferencia térmica y en la respuesta de
extension de la proboscis frente a una fuente de calor se realizaron dos clases de ensayos.
En el primero, se analiz6 la distribucion de insectos antenectomizados en un gradiente
térmico usando insectos con y sin entrada de informacion visual (Primer y Segundo
experimento, respectivamente) y se la comparo con la distribucién de insectos intactos.

En el segundo, se estudié la capacidad de reconocer una fuente potencial de alimento

en animales sin antenas (Tercer experimento). En todos los casos se estudio la evolucion de

la respuesta a lo largo del tiempo.
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En este contexto, si los termorreceptores antenales estin especializados en la
recepcion de la temperatura usada como clave para la elecciéon de un microambiente donde
permanecer, esperamos que la distribucion de animales antenectomizados en un gradiente
térmico sea diferente de la de los controles intactos. Por el contrario, si los insectos tienen
un sentido térmico general, no esperamos encontrar diferencias en las distribuciones.

De manera analoga, si los termorreceptores antenales estan especializados en la
recepcion de calor como clave para el reconocimiento de una fuente de alimento,
esperamos que animales sin antenas no se alimenten a pesar de tener varios dias de ayuno.
Finalmente, si ciertos termorreceptores pueden asumir la funcién de otros, esperamos que

las diferencias entre antenectomizados y controles, si las hay, desaparezcan con el tiempo.
! eriment,

Se analiz6 la distribucién de animales antenectomizados y controles privados de

informacion visual en un gradiente de temperatura.
Animales, materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 20 larvas de quinto estadio de T. infestans con un ayuno cercano a los
30 dias postecdisis privados de la entrada visual. La mitad de los insectos fueron
anenectomizados bilateralmente. Los 10 restantes conservaron sus antenas intactas. El
tratamiento de los animales se describe en CUATRO. El enfoque experimental y las
manipulaciones: los animales y su preparacion.
Dispositivo

Los ensayos se realizaron dentro de una caja de vidrio de 20 x 40 cm dividida en dos
areas de 10 x 40 cm por una pared intermedia. La caja contaba con una tapa del mismo
material que permitia ver la distribucion de los insectos. El fondo de la caja fue cubierto por
papel de filtro en el que se marcaron 7 lineas divisorias que determinaron 8 secciones de 5
cm cada una. Asi, la caja se constituyd en una arena experimental. Un extremo de la arena

se apoy0 sobre una resistencia plana a 50°C y todo el dispositivo se coloco sobre una base
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de telgopor que funcionaba como aislante (Figura Cinco-1). De esta manera se generd un
gradiente de temperatura a lo largo del eje mayor de la arena que abarcaba valores desde

22°C a 46°C. La temperatura fue registrada en las 8 zonas.

Figura Cinco-1. Esquema de la arena experimental. La superficie de la arena en la que se cre6
un gradiente de temperatura se encuentra dividida en 2 areas longitudinales que separan a los
insectos antenectomizados de los controles y en 8 zonas. Dentro de cada area los insectos
podian circular libremente.
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gradiente de temperatura

Entorno
La arena experimental fue mantenida en una habitacion a 20 °C bajo un ciclo de 12

hs luz:12 hs oscuridad.

Procedimiento

Los insectos con y sin antenas fueron trasladados dentro de sus correspondientes
frascos de plastico en donde habian sido mantenidos antes del experimento para ser
colocados en la arena. Los frascos fueron invertidos y apoyados en el centro de cada una de
las dos areas longitudinales de la (Figura Cinco-1). Luego de transcurridos 2 minutos los
frascos fueron retirados con cuidado liberando asi a los animales. A partir de ese momento

los insectos permanecieron en la arena durante dos dias sin ser perturbados.

Registro del comportamiento

Se filmo el experimento por medio de una camara sensible a la iluminacién infrarroja
colocada encima de la arena que permitia filmar a los animales en ausencia de luz durante
durante ‘ambas fases del ciclo diario de iluminacion, i.e., luz y oscuridad, (ver CUATRO. EI

enfoque experimental y las manipulaciones: la adquisicion y el procesamiento de los
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datos). Dada su longitud de onda, la iluminacion infrarroja representaba oscuridad
funcional para los insectos (Reisenman et al. 1998). Las video filmaciones se realizaron a
intervalos de 60 minutos durante 26 horas. Las posiciones de los insectos fueron

posteriormente registradas y analizadas.

Anadlisis de los datos

A partir de los datos sobre las posiciones de los insectos se calculd el numero de
individuos en cada zona de la arena experimental y se obtuvo la frecuencia de insectos para
cada temperatura, asi como la temperatura media de cada grupo experimental a las distintas
horas del dia. Las medias se compararon por medio de una prueba de Mann-Whitney.

Por otra parte se compar9, por medio de una prueba de Chi-cuadrado, la distribucién
en el gradiente de los insectos intactos y los desantenados con respecto a una distribucion al
azar en cuatro momentos del ensayo separados por periodos de 6 horas entre si (18:00 hs,

24:00 hs; 6:00 hs y 12:00 hs).

Resultados

La preferencia térmica difirio en forma significativa entre los dos grupos analizados,

controles y antenectomizados (Figura Cinco-2).

75



CINCO. El papel de los receptores antenales en el sentido térmico Graciela Flores

Figura Cinco-2. Distribucién de insectos controles y antenectomizados
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Mientras los insectos intactos permanecieron a una temperatura media de 23,19°C +
0,24, los animales sin antenas prefirieron una media de 29,72° C £ 0,59 (Prueba de Mann-
Whitney de dos colas, p=0,0126).

Con el fin de explorar el patron de distribucion de los insectos intactos y
desantenados, y a modo de analisis preliminar, se comparo la distribucion de las vinchucas
en el gradiente de temperatura a distintas horas del dia con una distribucion aleatoria por
medio de una prueba de Chi.-cuadrado (Tabla Cinco-1).
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Tabla Cinco-1. Comparacion de la distribucién de los insectos antenectomizados y controles
con respecto a una distribucién al azar.

Grupo vs. Azar
Control 18:00 hs p <0,001
Antenectomizado 18:00 hs ns.
Control 24:00 hs p <0,001
Antenectomizado 24:00 hs p <0,001
Control 6:00 hs p < 0,001
Antenectomizado 6:00 hs ns.
Control 12:00 hs p < 0,001
Antenectomizado 12:00 hs ns.

El analisis de distribucion reveld que, mientras los insectos intactos mostraron
distribuciones que difirieron significativamente del azar a todas las horas analizadas (en
todos los casos, p<0,001), la distribucidn de los insectos antenectomizados no se diferencid
de aquella esperada por azar (Chi.-cuadrado n.s), salvo en un caso en el que esta diferencia
resulto significativa.

Por otra parte, se observo que la dispersion fue marcadamente diferente en los dos
grupos. Las varianzas diarias para la temperatura prefennda fueron mucho mayores en los
insectos antenectomizados que en el grupo control; en muchos casos la diferencia fue de un
orden de magnitud. Los insectos controles permanecieron reunidos durante la mayor parte
de la fotofase a bajas temperaturas pero se dispersaron hacia temperaturas mayores durante
la noche. En contraste, los insectos sin antenas no mostraron ninguna preferencia y
permanecieron dispersos durante todo el tiempo que duré el experimento, i.e., 26 horas).

Estos resultados son relevantes en cuanto demuestran que la falta de antenas altera
marcadamente el patron de termopreferencia, algo no del todo esperable en un animal
ectotermo que podria responder "como un todo" y no en funcion de Organos

termorreceptores especializados.
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Sin embargo, el ensayo anterior no permite resolver con certeza algunos interrogantes
importantes en el contexto del presente trabajo de Tesis, tales como: jla termopreferencia
es realmente abolida por la falta de antenas? o, dicho de otro modo, jse distribuyen los
insectos antenectomizados al azar?; ;se recupera la capacidad de eleccidon de un ambiente
por su temperatura con el tiempo? En caso de recuperarse jresulta el valor preferido por los

insectos sin antenas el mismo que el de los animales intactos?

Segundo experimento

Para responder las preguntas surgidas en el experimento anterior se realizd un
experimento similar al anterior con las siguiente diferencias: 1) los insectos no tenian los
o0jos cubiertos, 2) el ensayo se prolongé por 30 dias, 3) se utilizaron 7 animales en el grupo
antenectomizado y 9 en el control, 4) la temperatura ambiente fue mantenida alrededor de

25°C, 5) El gradiente de temperatura a lo largo del eje mayor de la arena abarcé valores

desde 21°C a 35°C.

Resultados

Durante los primeros cinco dias del ensayo, inmediatamente después de la
antenectomia, la distribucion de las vinchucas fue similar a la observada en el Primer
experimento, a pesar de que los insectos tenian los ojos descubiertos. Nuevamente los
insectos antenectomizados se distribuyeron sobre un intervalo amplio de temperaturas,
mucho mayor que el de los animales intactos (Figura Cinco-3). Sin embargo, a partir de el
sexto o séptimo dia (144-168 horas), la varianza en los animales antenectomizados fue
disminuyendo, es decir, los insectos se agregaron (Figura Cinco-4). También se observo, a
partir de este momento, una mayor agregacion del grupo control. Llamativamente, el valor
de preferencia de los insectos antenectomizados fue de alrededor de 26 °C, mientras que los

insectos intactos permanecieron a alrededor de 21-22°C.
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Figura Cinco-3. Variacion de los valores de temperatura media preferida por insectos con y

sin antenas.

Graciela Flores

Termopreferencia

w
(=]

|4
oo

Temperatura (°C)
® R

~
~

13

(=]
o
3

192 288 384

576

672

Figura Cinco-4. Dispersion de las temperaturas medias preferidas por insectos con y sin

antenas.

Varianza

8

[
o

Temperatura (°C)
w
(=]

.

19




CINCO. El papel de los receptores antenales en el sentido térmico Graciela Flores

En este experimento, se analizé la capacidad de los insectos antenectomizados para

reconocer una fuente térmica a 34°C Gnicamente a partir de su temperatura.

Animales, materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 10 larvas de quinto estadio de T. infestans con un ayuno cercano a los
30 dias postecdisis. Todos los animales fueron privados de la entrada de informacion visual
y antenectomizados bilateralmente como se describe en CUATRO. El enfoque experimental
y las manipulaciones: los animales y su preparacion.
Dispositivo

Los insectos antenectomizados fueron colocados dentro de un frasco de acrilico con
base de malla plastica y tapa de malla de tela como los utilizados para la cria. Dentro del
frasco se coloco un papel de filtro plegado que permanecio alli durante todo el tiempo que
duré el experimento. La fuente térmica usada fue un cilindro de aluminio de 6 cm de alto y
1,7 cm de diametro (Figura Cinco-5), que se mantuvo a una temperatura en su superficie
de 34° + 0,1° C por medio de un termostato electronico (ver CUATRO. El enfoque

experimental y las manipulaciones).

Figura Cinco-5. Esquema del dispositivo experimental

fuente de
calor

papel de fiitro
plegado
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Entorno
Los insectos fueron mantenidos en la cdmara de cria a 29°C. Antes de los ensayos, se
trasladaba el frasco con los insectos a una habitacidn a la misma temperatura donde se los

enfrentaba a la fuente térmica.

Procedimiento

La fuente térmica era colocada sobre la tapa de malla. Los insectos tenian acceso al
tubo a través del papel plegado que trepan facilmente. El papel de filtro era colocado en
forma vertical de manera que tocara la base y la tapa del frasco, permitiendo el libre

movimiento de las vinchucas sobre su superficie.

Registro del comportamiento

Los insectos enfrentados a la fuente de calor eran observados desde fuera de la
habitacion durante 30 minutos con la ayuda de una camara de video y un monitor. Se
registro la respuesta de orientaciéon hacia la fuente térmica. Este comportamiento y la
extension de la proboscis se tomaron como indicadores del restablecimiento de la capacidad

de percepcion de calor.

Analisis de los datos

Se calculd la frecuencia de insectos que presentaron la respuesta de picar sobre el

total de insectos analizados en forma individual.

Resultados

Durante los primeros 34 dias posteriores a la antenectomia ningun insecto respondid
a la fuente térmica. Sélo a los 35 dias los primeros 3 insectos comenzaron a reaccionar y a
picar la fuente. Llegado a ese punto muchos animales comenzaron a morir. Debemos
destacar que el nivel de ayuno alcanzaba ya mas de 60 dias, lo que probablemente provocé

un deterioro del estado de los insectos.
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Discusion

La antenectomia provocé un cambio en de la preferencia de las vinchucas para
permanecer en microambientes a determinadas temperaturas. También afectd
transitoriamente su habilidad para reconocer un cuerpo térmico a la temperatura de un
hospedador, capacidad que se manifiesta a través del comportamiento de extension de la
proboscis.

En los primeros dos experimentos realizados, la preferencia térmica por un
microambiente donde permanecer se vio afectada por la antenectomia de manera similar, a
pesar de que en uno de los experimentos los insectos carecian de la entrada de informacion
visual y en el otro no. Los valores de temperatura preferidos por los animales
antenectomizados fueron mayores que en el caso de los controles y la dispersion también
fue mayor, i.e. los insectos no se agregaron a una determinada temperatura sino que se
distribuyeron en un intervalo amplio. En el Segundo experimento, a medida que pasaron los
dias (alrededor del sexto o séptimo) la varianza comenz6é a disminuir en los
antenectomizados y la preferencia térmica se manifestd cada vez mas claramente. Sin
embargo, los valores preferidos fueron marcadamente mayores que los expresados por los
controles (21-22 °C y 26°C, respectivamente).

Este resultado expresa una recuperacion de la capacidad de orientacion térmica, por
un lado, y una preferencia térmica por ambientes a cierta temperatura, por el otro. Esta
ultima se manifiesta con un valor de temperatura diferente, varios grados mayor que aquel
que muestran los insectos intactos.

En el Tercer experimento se comparé insectos antenectomizados bilateralmente con
animales intactos que normalmente extienden la proboscis cuando son enfrentados a una
fuente de calor a la temperatura de un hospedador potencial (Wigglesworth y Gillet 1934,
Lazzari 1990). Si bien la antenectomia elimind transitoriamente este comportamiento, los
insectos recuperaron esa habilidad. Sin embargo, esto s6lo ocurrié después de un periodo
prolongado (de alrededor de 34 dias), cuando el nivel de ayuno ya era demasiado alto como

para permitir la recuperacion de una parte significativa de la poblacion.
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Los resultados presentados en este capitulo indican que existe una especializacion en
la funcion termormreceptora. Si bien los termorreceptores antenales proveen la principal
entrada térmica en T. infestans —tanto para el reconocimiento de una fuente de alimento
como para la eleccion de un microambiente donde permanecer- la recuperacion de la
capacidad termorreceptora en los antenectomizados sugiere que la funcidon de los
termorreceptores antenales puede ser asumida por termosensilias distribuidas en otras
regiones del cuerpo del insecto. Este resultado es de interés ya que revela cierta plasticidad
en el sistema termorreceptivo en esta especie.

Experimentos realizados recientemente en otros insectos apoyan la idea de una
especializacion en los receptores sensoriales. Por ejemplo, la mosca Drosophila
melanogaster presenta dos tipos de termorreceptores funcionalmente diferentes (Zars
2001). A partir de ensayos comportamentales en moscas controles, antenectomizadas y
mutantes defectuosas en la termosensacion se describio un termorreceptor localizado en la
antenas responsable de sensar temperaturas relativamente bajas (menores de 33°C) y de
detectar gradientes térmicos. Un segundo tipo de receptor, ubicado en algun sitio del cuerpo
fuera de la antena, responde a temperaturas mayores. La funcién de los receptores no
antenales —sensibles a altas temperaturas— estaria relacionada con la formacion de memoria
espacial en situaciones que podrian poner en peligro la supervivencia de las moscas
mientras que el termorreceptor de baja temperatura seria usado para la orientacién a las
temperaturas a las que los insectos estin mas comunmente expuestos y a diferencias en la
intensidad de estimulos relevantes.

Por otra parte, existen antecedentes que indican que la entrada de informacion
térmica puede afectar comportamientos no directamente relacionados con la entrada de
calor. En grillos, se analiz6 el efecto de la antenectomia en la respuesta térmica de los
insectos en relacion con las vias metabolicas de hormona juvenil y los niveles de hormonas
esteroides (Hoffmann 1986). En animales criados a temperaturas subdptimas, la
antenectomia causd un aumento del peso corporal y una mayor produccion de huevos. Este
resultado se interpret6 como un efecto de la antenectomia de mimetizar condiciones de

altas temperaturas ya que, en estas condiciones, los insectos intactos presentan un mayor
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desarrollo. La falta de antenas seria analoga a una reducciéon de la estimulaciéon de
“receptores de frio” en el sistema reproductivo de los grillos que afecta la estimulacion de
las células neurosecretoras y de los 6rganos endocrinos periféricos.

En este sentido, es sugestivo que las vinchucas antenectomizadas hayan modificado
su termopreferencia eligiendo permanecer en ambientes a mayor temperatura ya que este
comportamiento seria el esperado st nos basamos en los antecedentes obtenidos en grillos y
en D. melanogaster. Drosophila sin antenas o mutantes para la termosensaciéon también se
ubican en sitios a temperaturas mas altas. La falta de termormreceptores antenales impide que
los insectos perciban temperaturas menores de 33°C. Sin embargo, siguen detectando
diferencias de 3 o 6°C. Esto indica que la funcion de los dos tipos de receptores es bien
distinta. Por otra parte, cuando se remueven los receptores periféricos, las cucarachas
pierden termosensibilidad de manera similar (Sayeed y Benzer 1996) y los insectos se
distribuyen a temperaturas mayores. Zars (2001) menciona también que los receptores de T.
infestans podrian corresponder a los analizados por €l en Drosophila.

Todas estas evidencias demuestran que la entrada térmica tiene efectos fisiologicos
no vinculados directamente con la sensacién térmica (e.g., en el ejemplo citado en grillos
afecta la fecundidad y en nuestro trabajo en vinchucas altera el patron diario de actividad).
También indica que la entrada témmica tiene varias vias con conexiones complejas. Los
termorreceptores involucrados en distintos efectos pueden ser los mismos, pero las vias
distintas e impredecibles a priori. Los resultados obtenidos en los experimentos de
preferencia térmica pueden ser interpretados en forma analoga al experimento realizado en
grillos: la capacidad de recepcién de estimulos térmicos se recupera pero con un patron

alterado.

En resumen, si bien el sentido térmico de las vinchucas esta distribuido en
termorreceptores ubicados en distintas partes del cuerpo, las antenas juegan un papel
fundamental en la percepcion del calor como una clave indicativa de la presencia de un
hospedador. De los tres comportamientos que demostraron estar afectados por la clave
térmica, dos se modifican con la falta de antenas. Estos son la capacidad de reconocer una

fuente potencial de alimento y la eleccion de un microambiente térmico determinado donde
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permanecer. Es interesante destacar que ambos estan relacionados con la busqueda de
alimento. El primero —el reconocimiento de un hospedador potencial— esta relacionado en
forma directa, ya que el calor es la clave principal en este comportamiento. El segundo se
puede interpretar en el contexto de la busqueda de un ambiente que logre un contraste
maximo entre la temperatura del ambiente y la de un hospedador, un hecho que facilitaria el
reconocimiento de una fuente de alimento a partir de su temperatura. El tercer
comportamiento afectado por el calor, la sincronizacion de los ritmos circadianos, responde
de manera no muy diferente. Las vinchucas mantienen la capacidad de sincronizar su

actividad, pero el patron de actividad es distinto.
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SEIS. El papel de las antenas en la orientacién térmica

Introduccion Teoérica

Un problema que deben resolver la mayoria de los animales es el de identificar la
posicion o la direccion en la que se encuentran ciertos recursos del ambiente que se
constituyen en ‘“metas”. El hecho de asignar una meta a un organismo no hace alusion a
procesos mentales sino a un objetivo que éste debe alcanzar como, por ejemplo, encontrar
una pareja, un determinado habitat o una fuente de alimento. La informacién que obtienen
los organismos a través de sus sentidos es fundamental para guiar su locomocion hacia
objetivos que a veces se encuentran distantes en el espacio. Todos los organismos de vida
libre, desde mamiferos hasta bacterias, usan la entrada sensorial como guia y las distancias
a recorrer pueden ser de unos pocos centimetros hasta miles de kilometros.

La explotacién de una determinada meta espacial por parte de un organismo puede
ser subdividida en fases o etapas para facilitar su estudio. En este trabajo, nos basamos,
principalmente, en la clasificacion propuesta por Dusenbery (1992), aunque mencionamos
los puntos de vista de otros autores para facilitar la explicaciéon de los mecanismos
propuestos.

La primera fase corresponde a la busqueda de la meta, en la que el animal puede
contar o0 no con informacién previa sobre su localizacién o sobre dénde es mas probable
encontrarla. En cualquier caso, st la busqueda es exitosa, sigue la deteccion de la sefial que
provee informacion sobre esa meta. A la deteccidn sigue la fase de aproximacion y, una vez
producido el contacto con la meta, puede ser necesaria la confirmacion de su identidad. Los
insectos muchas veces usan las antenas o las piezas bucales para confirmar la identidad de
una fuente de alimento potencial. La etapa final es la de consumacion que, en el caso de la
busqueda de alimento, consiste en la ingesta. La secuencia puede presentar distinta
complejidad y nimero de etapas y en ocasiones, algunas etapas pueden ser completamente
omitidas.

Se han propuesto varias estrategias de aproximacién que pueden ser muy simples,

como la orientacion de las bacterias en un gradiente quimico, o0 muy complejas, como el
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caso de las abejas que usan el sol como un compas. Las distintas estrategias se diferencian
en la presencia 0 no de un estimulo que permita acercarse a la meta, en la relacion entre el
estimulo y la meta, en la disponibilidad de informacidn relativa a la direccion de la meta y
en la especificidad del estimulo. La estrategia que utilice cada tipo de organismo depende
de como se distribuye el estimulo en el ambiente y de las capacidades sensoriales de ese
organismo.

En el caso de que exista un estimulo que el animal pueda utilizar, la relacion entre ese
estimulo y la meta puede ser compleja o simple. En el primer caso, la informacion que
provee ese estimulo debe ser comparada con informacién adicional, generalmente adquirida
con anterioridad. Si, en cambio, la relacidon es simple, la informacién adicional no es
necesaria, los estimulos simples “guian” al animal hacia la meta ya que emanan de ella y
forman un “campo” a su alrededor. En esos casos, para alcanzar la meta basta con que se
mueva en contra del gradiente de intensidad formado dentro del campo del estimulo por
medio de un mecanismo reflejo simple, o contra la direccion de movimiento del estimulo.

Las estrategias de aproximacion guiada pueden subdividirse, a su vez, de acuerdo con
la disponibilidad o no de informacién acerca de la direccion de la meta.

Si el animal no cuenta con esa informacion, se habla de una aproximacién guiada
indirecta o kinesis. Las kinesis comprenden respuestas no dirigidas que dependen de la
intensidad o de cualquier cambio temporal en la intensidad de un estimulo.

En las kinesis la respuesta del animal no depende de la direccion del estimulo. Se
trata de respuestas moduladas relacionadas con alguna expresiéon de la actividad. Se
reconocen dos clases principales: la ortokinesis y la klinokinesis. La ortokinesis es el
mecanismo por el cual la actividad locomotora es mayor o menor en funcién de la
intensidad del estimulo. El ejemplo clasico es la variacion de la velocidad de
desplazamiento de los bichitos de humedad en funcidn de la humedad relativa del ambiente.
La klinokinesis, por otra parte, implica un cambio en la tendencia de giro del animal, es
decir, que mantiene o cambia de rumbo con mayor amplitud o frecuencia en funcién de la
intensidad del estimulo. Los ejemplos mas conocidos son la respuesta a la luz de las larvas

de dipteros y las mariposas siguiendo una pluma de olor. Otra clasificacion de las kinesis es
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la basada en la modalidad del estimulo (e.g., quimiokinesis, fotokinesis, etc.). Sin embargo,
no profundizaremos en esta agrupacién ya que no hace referencia al punto de nuestro
interés, es decir, a los mecanismos de orientacion.

Si se da el caso de que el animal cuenta con informacién que le permita girar en la
direccién apropiada, la aproximacion guiada se denomina directa o faxia. Las taxias se
refieren a los movimiento orientados con respecto a la direccion de un estimulo o gradiente
establecido. Estos desplazamientos se mantienen por medio de giros dirigidos que
presentan un sesgo con respecto a la orientacion del campo del estimulo.

Por otra parte, para que un organismo pueda determinar la orientacién de un campo
de estimulo, es necesario que mida la intensidad del estimulo en diferentes posiciones. Esta
tarea se lleva a cabo a través de dos tipos de muestreo. El muestreo simultaneo se realiza a
través de multiples receptores ubicados en distintas partes de la superficie del cuerpo del
animal. El organismo mide directamente el gradiente espacial comparando la intensidad en
las diferentes posiciones al mismo tiempo. Por otra parte, el muestro secuencial se lleva a
cabo con un unico receptor que es movido de una posicion a otra. El organismo mide
directamente el gradiente temporal y luego infiere el gradiente espacial con la informacion
de como fue movido el receptor.

De acuerdo con el tipo de muestreo efectuado, las taxias pueden clasificarse en
klinotaxis, tropotaxis y telotaxis. La klinotaxis es una taxia resultante de las respuestas
dirigidas a muestreos secuenciales de la intensidad o direccién de un estimulo. Es un
mecanismo similar a la klinokinesis indicada mas arriba pero difiere de ella en el hecho de
que el animal determina la direccién del estimulo mediante un muestreo sucesivo con
movimientos pendulares del cuerpo o a través de un cambio de direcciéon de
desplazamiento. Otra diferencia consiste en que su respuesta no es un simple cambio en la
actividad (frecuencia de giro), sino en la amplitud del giro, lo que resulta en una respuesta
orientada (e.g., los giros en una direccién tienen mayor amplitud que aquellos en la
direccion opuesta.

La tropotaxis es una taxia resultante de las respuestas dirigidas a muestreos

simultaneos de la distribucion espacial o direccional de un estimulo. Se trata de un
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mecanismo por el cual el organismo integra entradas bilaterales (e.g., proveniente de las
dos antenas o de los dos 0jos) e intenta igualarlas para determinar la direccion de la fuente.
Ante la privacion de una de las entradas de informacion, la compensacidén no ocurre y el
animal comienza a describir giros intentando alcanzarla.

En el caso de la telotaxis, cada uno de los 6rganos sensoriales bilaterales provee al
animal suficiente informacién para la localizacién de la fuente y la falta de una entrada no
dificulta la correcta orientacion.

Las taxias, que como mencionamos, comprenden mecanismos de orientacién en los
que la respuesta del animal depende de la direccion del estimulo, pueden también ser
clasificadas en funcién de la naturaleza del estimulo que las desencadena y guia (e.g.,
termotaxis, quimiotaxis, fototaxis, etc). Sin embargo, no nos referiremos a la clasificacion
basada en los mecanismos subyacentes.

Debemos destacar, finalmente, dos aspectos relevantes a cualquier clasificacion o
agrupamiento de los mecanismos de orientacion. En primer lugar, estos mecanismos no
siempre ocurren de manera rigida, asociados a una clave en particular. Un organismo puede
emplear mas de una modalidad durante su aproximacién a una meta. En segundo lugar,
existe en general una asociaciéon entre la naturaleza del estimulo y el mecanismo
involucrado. Por ejemplo, los estimulos discretos que emanan de una fuente puntual y que
contrastan con el fondo (e.g., la luz) suelen estar asociados a mecanismos dependientes de
la direccion. Por otra parte, los estimulos difusos que se dispersan por el aire y sufren
turbulencias (e.g. olores) suelen evocar una modulacion de la actividad o de la tendencia de

giro.

El mecanismo de orientacion en T infestans

Los antecedentes provenientes de trabajos realizados en triatominos indican que las
vinchucas se orientan basicamente por el calor emanado de sus hospedadores cuando éstos
se encuentra en las cercanias. El comportamiento de aproximacion a una fuente térmica fue
descrito por primera vez en R. prolixus un insecto que muestra movimientos conspicuos de
sus antenas durante la localizacion de un hospedador (Wigglesworth y Gillet 1934a).

Estudios posteriores realizados en T. infestans enfrentada a una fuente artificial de calor
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mostraron una secuencia de comportamientos similar (Lazzari y Nufiez 1989b) que ademas
es idéntica a la exhibida frente a un animal endotermo.

El comportamiento de la T. infestans se puede describir en términos de la
clasificacion presentada anteriormente aunque se desconoce el mecanismo de orientacién
involucrado. Cuando se enfrenta una vinchuca a una fuente térmica, el insecto usualmente
detecta la fuente y se aproxima a ella. Si la fuente de calor es un hospedador, generalmente
se consuma el acto de alimentacion.

Asi, los insectos disponen de informacion que guarda una relacion simple con la meta
e indica la direccion en la que se encuentra. Esto se debe a que el calor es un estimulo que
emana de la meta y forma un campo a su alrededor con caracteristicas predecibles. Por lo
tanto, de acuerdo con la clasificacidn propuesta, se puede afirmar que la vinchuca es guiada
en forma directa por el estimulo hacia la meta. La orientacion térmica de las vinchucas es,
claramente, una respuesta dirigida, es decir, una taxia.

Los movimientos conspicuos de las antenas que despliegan las vinchucas estimuladas
con calor sugieren que estos 6rganos sensoriales tienen una participacién importante en la
orientacién (ver DOS. Algunos aspectos del comportamiento de los triatominos: la clave
térmica). Las antenas bilaterales son clave para el muestreo que permite a los insectos
aproximarse a la fuente térmica. La alta concentracion de receptores sensoriales, entre ellos
termorreceptores, apoya esta idea. En CINCO. El papel de los receptores antenales en el
sentido térmico, demostramos que existe una especializacion en la funcién termorreceptora,
i.e., los termorreceptores antenales proveen la principal entrada témica en T. infestans
durante el reconocimiento de una fuente de alimento.

En este capitulo, presentamos experimentos en los que se estudi6 el papel de las
antenas en la localizacidn espacial de una fuente térmica en T. infestans en un intento de

dilucidar el mecanismo de orientacién involucrado en la busqueda de un hospedador

Seccion Experimental

Se realizaron dos experimentos. En ambos se compararon las trayectorias de

aproximacion de animales antenectomizados unilateralmente y controles hacia una fuente
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de calor a la temperatura del cuerpo de un hospedador potencial. Los dos experimentos
fueron llevados a cabo en condiciones muy similares pero variando el tamafio de la arena
experimental usada en cada caso. El objetivo de trabajar con arenas de diferente tamaiio fue
poner la prueba la existencia de posibles diferencias en los mecanismos utilizados por los
insectos ubicados a distancia y en cercania de la fuente de calor.

En este contexto, de acuerdo con el mecanismo de onentacidn utilizado, los insectos
deberian presentar distintas trayectorias hacia la fuente térmica. Si el mecanismo
involucrado es la relotaxis, esperamos que la integridad de ambas antenas no sea un factor
determinante de la cormrecta orientacidn mientras que si los insectos usan la fropotaxis,
esperamos que sus trayectorias se vean afectadas por la falta de uno de los 6rganos

bilaterales, por ejemplo, que los animales caminen en circulos.
Animales, materiales y métodos

Animales

Se utilizaron quince larvas de quinto estadio de T. infestans. A cinco insectos se les
extirpé la antena derecha; a otros cinco les fue cortada la antena izquierda y cinco
individuos control conservaron ambas antenas intactas. Todos los insectos fueron privados
de la entrada de informacién visual (ver CUATRO. El enfoque experimental y las
manipulaciones: los animales y su preparaciéon). Los controles recibieron el mismo
tratamiento que los insectos experimentales, excepto que no les fueron cortadas las antenas.
Sélo se analizaron las trayectorias de los insectos que se dirigieron hacia la fuente y que

extendieron la proboscis en su cercania.
imer experimento: Arena pequeria

Dispositivo

La arena pequeifia consistia en una caja de acrilico transparente de 5 cm de ancho por
11 cm de largo y 1 cm de alto, dividida en dos secciones (de 6 y 5 cm de largo) por una
puerta levadiza de malla metalica (Figura Seis-1). La puerta se mantenia cerrada hasta el

comienzo de cada ensayo individual, impidiendo el desplazamiento del insecto que se
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queria estudiar entre las secciones, pero no el pasaje de calor. La puerta se accionaba desde

el exterior de la habitacién por medio de un relay.

Figura Seis-1: Diagrama de la arena pequeiia.
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La arena contaba con una tapa corrediza, también de acrilico que protegia a los
insectos de las corrientes de aire que suelen perturbarlos. En la tapa, sobre el area
experimental, se practicd previamente un orificio de 2,5 cm de diametro en donde se
colocaba la fuente de calor. Esta era un tubo de aluminio, de 6 cm de alto y 1,7 cm de
diametro, que se mantenia a una temperatura superficial de 34 £ 0,1 °C por medio de un
dispositivo electronico que incluia un termémetro termistor (ver CUATRO. El enfoque
experimental y las manipulaciones: las condiciones experimentales). Debido a la escasa
altura de la arena, sélo una pequefia porcion del cilindro, exactamente 1,5 cm de alto, se

encontraba expuesta a los insectos.

Entorno

La arena se encontraba sobre una mesada a una altura de 90 cm del piso y era
iluminada por medio de un tubo fluorescente de 20 W ubicado a 70 cm sobre la arena. La
temperatura de la habitacion era de 23 °C. Los experimentos se realizaron siempre después

de las 18 hs.
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Procedimiento

En cada uno de los ensayos cormrespondientes a este experimento se analizaba una
vinchuca en forma individual. Luego de que el insecto era colocado dentro de la celda de
salida (ver Figura Seis-1), se deslizaba la tapa en su lugar y 1 minuto mas tarde se colocaba
la fuente térmica en el area experimental. El insecto podia recibir el calor a través de la
puerta de malla, estando ain confinado en la celda de salida. A continuacién se abria la
puerta y, a partir de ese momento, se daba comienzo al ensayo y a la filmacion. Con la
puerta abierta el animal podia acceder al compartimiento en donde se encontraba la fuente.

El criterio para dar por terminado un ensayo fue que el animal extendiera la proboscis
en actitud de picar, ocurriera esto en proximidad de la fuente o no.

Al finalizar el ensayo se retiraba al animal de la arena experimental y se procedia a
registrar al siguiente, previo control de la temperatura de la fuente con el termémetro

termistor.

Registro del comportamiento

El ensayo fue filmado con una camara de video colocada a 50 cm de la arena y
monitoreado desde el exterior de la habitacion (para mas detalles sobre la filmacién ver
CUATRO. El enfoque experimental y las manipulaciones: las condiciones experimentales).

El area filmada abarcaba las dos secciones de la arena experimental.
Segundo experimento: Arena grande
Dispositivo
La arena grande consistia en una caja abierta, con paredes de vidrio de una altura de
10 cm y una superficie de 80 x 100 cm, cuya base estaba revestida con papel blanco. En el

centro de la arena se ubicaba la fuente de calor cilindrica utilizada en el experimento en la

arena pequeiia (Figura Seis-2).

Figura Seis-2: Diagrama de la arena grande.
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Entorno
La arena se encontraba ubicada en el piso, en el centro de una habitacidon iluminada
con luz natural. Los ensayos se realizaban después de las 18 hs, por lo que la intensidad de

luz era baja y disminuia con el tiempo.

Procedimiento

En este experimento se estudié un grupo de vinchucas en forma simultanea. Los
insectos eran colocados bajo un vaso de precipitados invertido cerca de uno de los lados de
la arena, donde permanecian cerca de 10 minutos. Posteriormente, el vaso era retirado y las
vinchucas quedaban libres para desplazarse. Luego de transcurrido un periodo de media
hora se encendia la fuente. Esta se calentaba gradualmente, llegando a la temperatura de
equilibrio en aproximadamente 20 minutos. El comportamiento de los insectos se filmaba

durante la media hora siguiente.

Registro del comportamiento

El ensayo fue filmado con una camara de video sensible a la luz infrarroja, con un
sistema de iluminacidn propio de longitud de onda de alrededor de 900 nm, colocada en un
tripode dentro de la arena. El area filmada era de 25 x 25 cm, con la fuente colocada en el
centro de la imagen.

En ambos experimentos se filmaron los ensayos y las posiciones de los insectos

fueron digitalizadas para la reconstruccion de las trayectorias. El proceso de digitalizacion
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se explica en detalle en CUATRO. El enfoque experimental y las manipulaciones: la
adquisicion y el procesamiento de los datos.

Las posiciones sucesivas de los insectos fueron establecidas cuadro a cuadro (30
cuadros por segundo) en los experimentos realizados en la arena pequeiia y cada 10 cuadros
en la grande. A partir de esos datos, se analizaron los valores angulares de orientacion del

cuerpo respecto de la fuente, en relacion con la distancia a la fuente.

Analisis de los datos

Las trayectorias de aproximacion hacia la fuente de calor en los dos experimentos
fueron reconstruidas y graficadas para los tres grupos experimentales: controles y
antenectomizados del lado derecho e 1zquierdo.

La posicion del insecto en cada instancia se representd por medio de dos puntos: uno
correspondiente al extremo anterior de la cabeza (cab) y el otro correspondiente al extremo
posterior del cuerpo (col). Ambos puntos determinaban un vector e indicaban la orientacién
del eje longitudinal del cuerpo con respecto a la linea imaginaria formada entre el insecto y
la fuente de calor (angulo ¢) (ver Figura Seis—1 y Seis-2 para la definicion de ¢ en el
Primer y Segundo experimento, respectivamente). El calculo de las posiciones de los
insectos libres se explica en detalle en CUATRO. El enfoque experimental y las

manipulaciones: la adquisicion y el procesamiento de los datos.

Resultados

Se estudio la orientacidon de insectos antenectomizados y controles hacia una fuente
de calor en arenas de dos tamafios distintos. En el experimento realizado en la arena
pequeiia, en todos los casos y luego de pocos segundos, los insectos se dirigieron hacia la
fuente. En el caso de la arena grande, hubo mayor dispersion de los insectos, pero la
mayoria de ellos se acerco a la fuente a picar.

Tanto en los experimentos realizados en arenas grandes como en las pequeiias, los
controles mostraron trayectorias relativamente rectas hacia la fuente (Figura Seis-3 a y b).
Por el contrario, los animales antenectomizados unilateralmente siguieron trayectorias que
se desviaban al llegar cerca de la fuente de calor. La desviacion, indefectiblemente ocurria

hacia el lado de la antena intacta (Figuras Seis-3 c y d).
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Figura Seis-3. Trayectorias de insectos antenectomizados y controles hacia la fuente térmica.
a) Insecto control (intacto) en una arena grande y b) en una arena pequeiia. c) Insecto al que
le falta la antena derecha en una arena grande y d) insecto al que le falta la antena izquierda
en una arena pequefa. Los circulos negros llenos representan la fuente de calor. Las lineas
representan el cuerpo del insecto, el pequeiio circulo de la punta de las lineas representa la
cabeza.
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A pesar de las diferencias de tamafio entre las arenas, y, en consecuencia, de las
distintas distancias que debian ser recorridas por los insectos para alcanzar la fuente de
calor, las desviaciones, computadas como el angulo de desviacién @, ocurrieron a una
distancia relativamente constante de la fuente, alrededor de 15 mm entre el extremo anterior
de la cabeza y la superficie de la fuente caliente (Figuras Seis-4 ¢ y d). En otras palabras, ¢
no varié en forma proporcional a la distancia a la fuente térmica, es decir, en una forma

gradual, sino en una forma bastante abrupta.
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Figura Seis-4: Variacion del dngulo ¢ con la distancia a la fuente. a) Insecto control en la
arena grande y b) en la arena pequeiia. c) Insecto sin la antena izquierda en la arena grande y
d) en la arena pequeiia.
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Una vez alcanzada la fuente de calor, los animales antenectomizados usualmente
extendian la proboscis ubicando el cuerpo en una posicion tangencial respecto de la
superficie curva de la fuente (Figuras Seis-3 ¢ y d), siempre desviados hacia el lado de la
antena intacta. En consecuencia, al intentar picar, la proboscis extendida no tomaba
contacto con la fuente. La posicion era muchas veces corregida en una instancia posterior,
en general, luego de haberse producido algin contacto fisico entre la fuente y alguna parte
del cuerpo que solia ser la antena. Luego de realizar la cormreccion de la posicidn, el
contacto entre la proboscis y la fuente ocurria normalmente.

Por otra parte, los animales controles siempre extendian la proboscts con el cuerpo en
una posicion perpendicular respecto de la fuente térmica, y stempre tomaban contacto con
la fuente de calor en el primer intento (Figuras Seis-3 ay b).

Con respecto a la precision en la localizacion de la fuente, en todos los casos, los

insectos finalizaron su desplazamiento cerca de la fuente de calor. Sin embargo, se verifico
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que, en los controles, la extension de la proboscis estuvo siempre precisamente dirigida
hacia la fuente y en consecuencia, ésta fue siempre “picada”. Por otra parte, las trayectorias
de aproximacion se dirigian claramente hacia la fuente del estimulo térmico.

Los insectos antenectomizados, por el contrario, en muchos casos, dirigieron la
proboscis a sitios cercanos a la fuente y no especificamente hacia ésta. Incluso, hubo casos
en que los insectos sin una antena pasaron cerca de la fuente pero picaron en algun sitio
cercano.

Con respecto al contacto previo de las antenas con el objeto a picar, se observo que
tanto los antenectomizados del lado derecho como los del lado 1zquierdo, extendian la
proboscis en el momento de contactar algin objeto con la antena intacta. Los controles lo
hacian en algunos casos, pero también se observaron algunos en que la extension y
direccion de la proboscis se realizaba sin contacto antenal alguno y en forma correcta. Estas

observaciones se encuentran resumidas en la Tabla Seis-1.
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Tabla Seis-1. Observaciones del comportamiento de insectos individuales antes y durante la
extension de la proboscis.

Antenectomia | Individuos | Distancia de Distancia de Contacto Objeto
izquierda desviacién extension previo con las | picado
(mm) (mm) antenas
1 14 9 Con el papel Papel
2 15 6 Con el papel Papel
3 14 15 Con el papel Fuente
Antenectomia
derecha
4 13 5 Con la fuente Fuente
6 14 7 Con la fuente Fuente
9 15 6 Con la fuente Fuente
5 15 3 Con el papel Papel
7 16 6 Con el papel Papel
8 15 9 Con el papel Papel
Controles
10 15 12 Con la fuente Fuente
11 16 9 Con la fuente Fuente
13 15 13 Con la fuente Fuente
12 14 11 No Fuente

La distancia entre el extremo anterior del rostro y el objeto picado, en el momento
inmediatamente previo a la extenston de la proboscis, fue variable y no hubo ninguin tipo de
relacion aparente entre la falta de una de las antenas y este parametro. Sin embargo, el
pequefio tamafio de la muestra estudiada, no permite un analisis cuantitativo riguroso de
este aspecto del comportamiento de los insectos.

Discusion

Wigglesworth y Gillet (1934a) analizaron la funcién de las antenas y el mecanismo
de orientacion hacia el hospedador en R. prolixus de acuerdo con las teorias vigentes en la
época en que realizaron sus experimentos (Loeb 1918, Kithn 1919 y Fraenkel 1931 citados

por Wigglesworth y Gillet 1934a). El analisis que realizan estos autores no coincide

completamente con el presentado en este trabajo. A continuacién presentamos las
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coincidencias y diferencias entre nuestras interpretaciones y las expuestas en este trabajo

clasico.

Andlisis de las estrategias de aproximacion

En nuestros experimentos, las trayectorias obtenidas a partir de insectos controles y
antenectomizados muestran notables diferencias entre los dos grupos (Figuras Seis-3a, b, ¢
y d) y confirman que, en T. infestans, la integridad de las antenas es esencial para adquirir
la informacién que lleva a una correcta orientacion hacia una fuente de calor.

Sobre la base de los resultados obtenidos y de acuerdo con la clasificacion adoptada
por Dusenbery (1992) y otros autores, el mecanismo involucrado en la evaluacién de un
hospedador potencial a distancias mayores de 1,0-1,5 cm seria la relotaxis. Este mecanismo
permite la localizacién de la meta usando unicamente la informacién proveniente de uno de
los 6rganos bilaterales en el que se encuentra un grupo de receptores. Las trayectorias
exhibidas por los animales antenectomizados en experimentos realizados en arenas grandes
pueden ser explicados por este mecanismo, ya que los caminos seguidos por los insectos
controles y experimentales son ambos bastante rectos hacia la fuente, hasta que las
vinchucas alcanzan una distancia de alrededor de 1,5 cm.

Sin embargo, cuando se encuentran mas cerca de la fuente, la telotaxis ya no es capaz
de explicar el comportamiento observado, i.e., un abrupto giro del cuerpo inmediatamente
previo a la extension de la proboscis. Esta desviacion fue observada en animales privados
de una de las antenas pero nunca en controles y siempre ocurri6 hacia el lado de la antena
intacta. Proponemos que la tropotaxis subyace a este comportamiento, considerando que
este mecanismo requiere de la integracion de la informacion obtenida en forma simultinea
a través de los dos organos bilaterales. La integracion por tropotaxis predice que en un
insecto antenectomizado, que recibe una mayor intensidad de estimulacidn en el érgano
intacto, se produzca un giro del cuerpo hacia ese lado, buscando igualar la intensidad
recibida en ambos 6rganos bilaterales.

En muchos animales que usan la tropotaxis, el giro lleva al movimiento en circulos

cuando falta una de las antenas (Fraenkel y Gunn 1940 citado por Wigglesworth y Gillet
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1934a). En nuestros experimentos no observamos insectos describiendo circulos, aunque si
bruscos giros en direccion a la antena intacta.

Como ya mencionamos, Wigglesworth y Gillett (1934a) realizaron experimentos
similares a los expuestos en este trabajo con R. prolixus antenectomizados. Los resultados
obtenidos fueron explicados en el marco tedrico clasico de los mecanismos de orientacién —
que incluyen la tropotaxis y la telotaxis— propuestos por Kihn en 1919 (Wigglesworth y
Gillett, 1934a).

En primer lugar los autores, para evaluar la utilizaciéon del mecanismo de tropotaxis,
realizaron dos pruebas criticas. La primera consistié en extirpar uno del par de 6rganos
bilaterales, con el objetivo de determinar si el animal se movia o no en circulos hacia el
lado del 6rgano intacto. La segunda prueba consistid en enfrentar al animal intacto a dos
fuentes de estimulo en forma simultinea —que en ese caso eran a la vez fuentes de calory
de olor— para establecer si el animal se dirigia hacia un punto intermedio entre las dos,
como predice la teoria.

Rhodnius no describio circulos en la primera prueba sino que se dirigié hacia la
fuente de estimulo, cualquiera fuera el lado en el que se encontrara. Los autores —que
realizaron sus experimentos en condiciones comparables a nuestras arenas de tamafio
pequeiio— describieron una desviacion gradual en las trayectorias de los insectos hacia el
lado que conserva la antena intacta. También observaron que los insectos con una antena se
dirigian hacia la fuente térmica ya sea que ésta estuviera del lado operado o del intacto y en
algunos insectos observaron un giro abrupto. Por otra parte, en la segunda prueba, los
insectos intactos se dirigieron hacia una de las dos fuentes térmicas, nunca hacia un punto
intermedio.

Los autores descartaron entonces la tropotaxis y propusieron, para explicar sus
resultados, que cada antena podria actuar como un drgano bilateral. En ese caso, las
superficies derecha e izquierda determinarian el tono de las partes correspondientes del
cuerpo de acuerdo con la llamada hipdtesis del tono (Loeb 1918 citado por Wigglesworth y
Gillet 1934a). Pero para sostener esa hipétesis se requiere la percepcion de calor radiante,

anico capaz de proporcionar una estimulacion diferencial a ambos lados de una antena ya
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que el olor o el aire caliente no serian lo suficientemente direccionales. Los autores
descartaron que R. prolixus respondiera a la radiacién térmica (Wigglesworth y Gillet 1934
ay b)y, en consecuencia, también descartaron este mecanismo de aproximacion.

Propusieron entonces la felotaxis, introducida por Khiin, como el mecanismos de
orientacion en juego. Segun Khiin, por medio de la telotaxis el animal “fija” una de las
fuentes de estimulo con sus 6rganos sensoriales y avanza hacia ella manteniendo una cierta
region de su aparato sensorial estimulado. Una vez elegida una de las fuentes, descarta otras
presentes en el ambiente. Wigglesworth y Gillet propusieron que las antenas, por ser
estructuras moviles, pueden ser extendidas hacia cada direccidn de giro y que la condicidn
de maxima estimulacion se daria cuando ambas antenas estuvieran extendidas hacia una de
las dos fuentes de estimulo. Esta hipétesis predice que, en el expennmento de las dos
fuentes, el insecto intacto con las antenas extendidas de esa manera deberia ir en linea recta
a una de las dos fuentes, como se observa en Rhodnius, y no hacia un punto intermedio. Ese
mecanismo también se puede describir como un “movimiento reflejo de seguimiento”,
correspondiente al mecanismo de telotaxis propuesto por Khiin, que consiste en una serie
de reflejos encadenados en la que cada reaccion esta condicionada por la precedente. Este
mecanismo explicaria los dos comportamientos observados.

Con respecto a la observacidn de que los insectos con una sola antena frecuentemente
se inclinan hacia el lado del 6rgano intacto, los autores comentaron que “superficialmente”
se pareceria a la tropotaxis, pero lo explicaron de una manera alternativa. Argumentaron
que, si el insecto normalmente sigue la antena dentro de la zona de donde proviene la
estimulacién mas intensa, “no es sorprendente que en ausencia de una de las antenas se
incline un poco hacia el lado donde esta la otra”. Con respecto al giro brusco hacia la
antena intacta, observado en el climax de la respuesta, propusieron que se podria explicar
por un abrupto aumento del tono muscular en uno de los lados del cuerpo (hipétesis del
tono) o por un movimiento reflejo de seguimiento, pero no pudieron discemir entre ambos
mecanismos.

Los experimentos presentados en este capitulo, realizados con T. infestans, basados

en filmaciones de gran detalle con la imagen detenida y en analisis cuadro a cuadro de las
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trayectorias, permitieron una observacion mas precisa del comportamiento de los insectos
en las ultimas instancias de orientacion. Sugerimos que ambos mecanismos, la telotaxis y la
tropotaxis estan involucrados en la orientacion a corta y larga distancia, respectivamente.
Se podria argumentar que las vinchucas son guiadas por un mecanismo unico, que en
la ausencia de una antena desviaria el rumbo de manera proporcional a la intensidad del
estimulo i. e. a la distancia hacia el objetivo, como es observada en R prolixus. Sin
embargo, la desviacion del rumbo correcto, como puede verse en las figuras Seis-4c y 4d,
no ocurre durante toda la aproximacion sino a una distancia fija (1,0-1,5 cm) del objetivo.
Este resultado sugiere la existencia de un sistema de control que varia entre los dos
mecanismos propuestos, telotaxis y tropotaxis, con un comando que cambia de uno a otro
en funcidn de la distancia a la fuente. Es decir, la orientacion térmica hacia una fuente
caliente es guiada por telotaxis hasta que el animal se encuentra a 1,5 cm de la fuente,
distancia a la que la aproximacion final al sitio a picar es asumida por un mecanismo

tropotactico que guia con precision el punto de contacto con el cuerpo del hospedador.
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SIETE. Los movimientos antenales frente a una fuente térmica

Introduccion Teorica

Las antenas de los insectos proveen un soporte sobre el que se distribuyen
numerosas sensilias receptoras. La movilidad de estos 6rganos sensoriales permite al
animal recolectar informacion del medio que lo rodea sin cambiar de posicion y a cierta
distancia de su cuerpo. El tipo de informacidn recibida depende de la cantidad y del tipo
de sensilias que se encuentren en cada especie (Schneider 1964, Zacharuk 1984,
Chapman 1998). Los movimientos de las antenas son controlados por medio de musculos
que recorren los distintos artejos. La porcion mas distal de la antena, el flagelo, carece de
musculos y es atravesado por un nervio que es puramente sensorial (ver TRES. Las
antenas de Triatoma infestans).

Los trabajos realizados en Rhodnius prolixus en los que se analiz6 la funcion de las
antenas en el sentido térmico permitieron concluir que estos 6rganos debian llevar los
receptores sensoriales involucrados en la localizacion del hospedador (Wigglesworth y
Gillett 1934a). En ese momento los autores pudieron describir sélo cuatro tipos de
sensilias y les asignaron posibles funciones mecano, quimio y termorreceptora en base a
criterios morfologicos y de abundancia (e.g., dado que las chinches son muy sensibles al
calor, las sensilias mas numerosas debian ser las termosensibles). Sin embargo, trabajos
posteriores (Bernard 1974, Lazzari 1983, Lazzari 1990, Lazzann y Wicklein 1994)
descubrieron que aquellos primeros autores en realidad no habian descrito los
termorreceptores de los triatominos (ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans).

En cuanto a los movimientos antenales, si bien no fueron cuantificados ni medida
su amplitud, su descripcion detallada en forma cualitativa apoyd también la idea de una
funcién de las antenas en la deteccion de una fuente térmica por R. prolixus
(Wigglesworth y Gillett 1934a).

En T. infestans, las sensilias mas abundantes son las quimiorreceptoras y su mayor
concentracion se encuentra en la porcién proximal del flagelo y en el pedicelo. También

hay abundantes mecanorreceptores en el pedicelo y propioceptores en menor cantidad,
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pero ubicados en lugares clave como las articulaciones entre los distintos artejos. Los
termorreceptores se presentan en abundancia, sobre todo en el pedicelo y el flagelo
proximal (ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans).

Frente a una fuente térmica, 7. infestans despliega movimientos caracteristicos,
similares a los descritos para R. Prolixus que, ademas, resultan idénticos a los exhibidos
en presencia de un hospedador vivo (Lazzari y Nufez 1989 a y b). Mas aun, en
experimentos realizados para medir la respuesta a la radiacion infrarroja en 7. infestans,
se observo que la frecuencia de movimientos antenales es mayor frente a una fuente a la
temperatura de un hospedador potencial (i.e. 32°C) que frente a fuentes mas calientes o
mas frias (i.e. 50 y 18°C). Ademas, la duracion de la actividad locomotora es mayor
cuando la fuente de infrarrojo esta presente (Lazzan y Nufiez 1989). Los experimentos de
orientacién descriptos en SEIS. El papel de las antenas en la orientacion térmica,
realizados con animales antenectomizados y controles, confirman una funcién de las
antenas en la orientacion hacia una fuente de calor. En los insectos que carecen de una
antena se produce un giro que determina que la proboscis sea extendida fuera de la fuente
térmica. Esto refuerza la idea de que estos organos estan involucrados en la adquisicion
de informacidn térmica referida a fuentes de alimento y sugiere que el calor participa en
la “toma de decision” de picar.

Aunque existe abundante informacidn sobre los termorreceptores de insectos (ver
TRES. Las antenas de Triatoma infestans: los receptores sensoriales en insectos) la
adquisicion activa de informacidn térmica y su utilizacion en la orientacidn hacia fuentes
potenciales de alimento no han sido estudiadas.

Los ensayos que se presentan a continuacion fueron realizados con el propdsito de
caracterizar los movimientos antenales, un prerrequisito para luego poder realizar un
analisis funcional. Los movimientos de las antenas fueron descriptos en relacion con el
patrén de locomocion de T. infestans en respuesta a la estimulacién térmica. Con estos

resultados intentamos establecer condiciones de estimulacion que resulten adecuadas para

experimentos posteriores.
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Seccidn experimental

Se realizd un experimento en el cual se analizaron los movimientos antenales en los
planos horizontal y vertical, asi como la locomocién frente a fuentes a temperatura
ambiente y a la de un hospedador.

Si los movimientos antenales cumplen la funcion de muestreo del ambiente en
busca de un posible hospedador, esperamos que los insectos estimulados por la fuente
térmica muevan mas las antenas o presenten un patron particular frente a la estimulacion
térmica. Con respecto a la locomocion, esperamos que los insectos caminen mas rapido o

caminen mas tiempo para acercarse efectivamente a la meta.
Animales, materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 10 larvas de quinto estadio de 7. infestans con un ayuno cercano a los
30 dias postecdisis. Los animales fueron privados de la entrada visual y a cada uno se le
fiyo un pequefio rectingulo de papel al térax, del que serian suspendidos durante los
ensayos de lazo abierto (ver CUATRO. El enfoque experimental y las manipulaciones:

los animales y su preparacion).

Dispositivo

Los experimentos se realizaron dentro de una arena que consistia en una caja de
telgopor de 53 cm de largo x 30 cm de ancho x 23 cm de alto en la que se colocaba una
fuente de calor. La fuente era una placa de aluminio de 10 x 10 cm mantenida a una
temperatura de 34°C (experimental) o a temperatura ambiente (control). La placa,
colocada a 15 cm del insecto, subtendia un angulo de 37° (ver CUATRO. El enfoque
experimental y las manipulaciones: la adquisicion y el procesamiento de los datos). Una
pantalla de telgopor aislante de 29 cm de ancho x 22 cm de alto se ubicaba por delante de
la placa de manera que quedaba interpuesta entre la fuente térmica el insecto. La placa
era retirada durante el periodo de ensayo de cada insecto y permitia la presentacion y cese

de la estimulacion de manera rapida y controlada.
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Durante los experimentos se colocaba una tapa de telgopor con ventanas
removibles de acrilico por donde se observaba el comportamiento de los insectos o donde
se colocaba la camara para la filmacién desde una perspectiva dorsal o lateral.

Los insectos, que en ambas condiciones (experimental y control) se estudiaban en
forma individual, se encontraban suspendidos frente a la fuente de calor y sujetaban entre
sus patas un tetraedro esférico como se describe en CUATRO. El enfoque experimental y

las manipulaciones: las condiciones experimentales y en la Figura Siete—1).

Figura Siete-1. Esquema de la arena experimental que muestra la posicion del insecto frente
a la fuente térmica.

fuente de calor

vinchuca suspendida

spangenglobus

En estas condiciones, los insectos no podian acercarse a la fuente térmica, pero
podian manifestar una tendencia a hacerlo. La velocidad de locomocidn de los insectos en
el lugar -medida como el nimero de pasos dados por el primer par de patas durante 1
minuto— se tom6 como un indicador de la respuesta a la presencia de la fuente de

estimulacion.

Entorno

La arena se encontraba sobre una mesada a una altura de 90 cm del piso y era
iluminada por medio de un tubo fluorescente de 20 W ubicado a 70 cm sobre la arena. La
temperatura de la habitacion era de 23°C. Los experimentos se realizaron siempre
después de las 18 hs, al inicio de la escotofase, periodo de maxima actividad de los
insectos (ver DOS. Algunos aspectos del comportamiento de los triatominos: factores que

afectan la distribucion de las vinchucas).
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Procedimiento

Este experimento se realizéd en condiciones de lazo abierto (ver CUATRO. El
enfoque experimental y las manipulaciones: las condiciones experimentales), lo que
permitid6 mantener constantes los parametros de estimulacion como la distancia o la
intensidad de la radiacion de la fuente de calor. En cada ensayo, se colocaba al insecto
dentro de la arena. Luego de transcurridos 5 minutos de habituacién a la situacion
experimental se desenmascaraba la placa, retirando la pantalla de telgopor. Transcurrido

otro minuto, se procedia a registrar el comportamiento.

Registro del comportamiento

Cada registro se realizd durante un periodo de 1 minuto. Para caracterizar en detalle
los movimientos antenales durante la estimulacién, se filmo a los insectos en los planos
horizontal y vertical.

Para el registro se utiliz6 una videocamara equipada con un lente “macro” y se
digitalizaron las posiciones sucesivas de la cabeza y ambas puntas de los pedicelos de las
antenas con un dispositivo disefiado ad hoc en nuestro laboratorio (ver CUATRO. EI
enfoque experimental y las manipulaciones: la adquisicion y el procesamiento de los
datos). Los movimientos en el plano horizontal y vertical fueron registrados filmando a
los insectos desde una perspectiva dorsal o lateral, respectivamente. La misma filmacién
se utilizo para registrar el tiempo de locomocion y el namero de pasos por unidad de

tiempo.

Analisis de los datos

El analisis del componente horizontal de los movimientos antenales fue realizado
computando los angulos formados por cada una de las antenas y el plano sagital del
cuerpo por medio de calculos trigonométricos. Se definid og como el angulo
comrespondiente a la antena derecha, a; el correspondiente a la antena izquierda y o= o4 +
a;, la suma de ambos (ver CUATRO. Las manipulaciones experimentales: la adquisicion

y el procesamiento de los datos y la Figura Siete—2a).
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Figura Siete-2. Definicion de los dngulos antenales en el plano horizontal (a) y vertical (b).
En a) a4 es el dngulo formado entre la antena derecha y el plano medio M y a, es el angulo
formado entre la antena izquierda y M. En b) &, es el dngulo formado entre la antena y
plano medio M cuando la antena se encuentra por encima de M y 3, es el dngulo formado
entre la antena y M cuando la antena se encuentra por debajo de M.

Los movimientos verticales se registraron usando una segunda camara de video
colocada a una costado del insecto. Los angulos verticales se calcularon de manera
similar a los horizontales, con la diferencia de que sélo una de las antenas era tenida en
cuenta debido a que no se podian tomar ambos 6rganos simultaneamente en foco. Por lo
tanto, los angulos evaluados eran los formado entre una de las antenas y el plano
horizontal del cuerpo, ya sea que ésta se encontrara por encima o por debajo del plano
(ver CUATRO. Las manipulaciones experimentales: la adquisicion y el procesamiento de
los datos).

Los angulos positivos 8, corresponden a posiciones angulares por encima del plano
medio y los negativos &; corresponden a posiciones angulares debajo de este plano
(Figura Siete—2b). Para la descripcion de los movimientos antenales se analizaron seis
insectos en forma individual.

La intensidad de la respuesta de los animales a la estimulacién térmica se

caracteriz0 utilizando tres variables: la frecuencia de movimientos antenales, el tiempo de
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locomocién de los insectos y la velocidad de locomocion, medida como numero de pasos
por unidad de tiempo. El tipo de movimiento fue estudiado en relacién con la presencia o
ausencia de locomocién. Los resultados se compararon por medio de una prueba de
Student. También se estudié la coordinacion entre los movimientos de las dos antenas por

medio de un anilisis de correlacion.

Resultados

Se estudié la respuesta comportamental de vinchucas privadas de la entrada de
informacion visual frente a la estimulacion térmica. Los insectos mostraron
significativamente mas movimientos antenales en presencia de una fuente a 34°C que al
ser confrontados con la misma fuente a temperatura ambiente (21°C).

Con respecto a la actividad locomotora, no se encontr6 diferencia entre insectos
controles y experimentales en cuanto al tiempo de locomocion, pero la velocidad fue
significativamente mayor en los insectos estimulados con la fuente de calor (Tabla

Siete-I).

Tabla Siete-I. Movimientos antenales y actividad locomotora

Temperatura de la Nimero de Numero de pasos Duracién de la
fuente movimientos locomocién
antenales (segundos)
21° C (ambiente) 380,06 +52,.40 81,79 + 9,66 41,79 £ 4,09
34°C 496,1 £ 42,18 109,4 +9.90 48,84 + 7,90
Prueba de Student p =0,005 p =0,003 n.s.

La actividad locomotora se manifestd6 como una alternancia de tandas de
locomocién y detencién. Este tipo de movimiento fue descrito por Taneja y Guerin
(1995) en condiciones experimentales diferentes, lo que sugiere que podria tratarse de un
patron de locomocion en las vinchucas.

Los periodos de actividad locomotora, de duracién variable, eran seguidos por

detenciones abruptas durante las cuales los insectos permanecian completamente
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inmoviles 0 movian unicamente las antenas. La duracion de las detenciones también fue
variable y no ocurri6 en forma regular. Sin embargo, las tandas de locomocion eran en
general largas e interrumpidas por ocasionales detenciones mas breves.

Durante las tandas de locomocién, las antenas se mantenian en permanente
movimiento. Durante los cortos periodos de detencion, las antenas o bien permanecian
quietas o bien se movian, pero lo hacian con un patron totalmente distinto al observado
durante la locomocién. Nunca se observd un insecto que caminara con las antenas
completamente fijas ni tampoco un insecto que moviera las antenas ritmicamente durante
una fase de detencion, lo que indica un cierto grado de acoplamiento entre los
movimientos de las patas y de las antenas cuya analisis funcional haremos mas adelante.

La marcada diferencia de movimientos antenales entre insectos en fase de
detencion y de locomocidn nos llevo a realizar un analisis de las posiciones de las antenas
en los planos horizontal y vertical en esas dos situaciones. Las antenas de 7. infestans
estan formadas por un escapo, un pedicelo y un flagelo dividido en dos porciones (ver

TRES. Las antenas de Triatoma infestans).

A pesar de que el flagelo carece de musculos, es suficientemente rigido como para
no curvarse con el movimiento antenal. Asi, cada antena se mueve como un todo,
doblandose a la altura de la unién del escapo con su base, pero generalmente
manteniendo las otras uniones sin flexionar. Sdlo en casos excepcionales, por ejemplo
cuando se toma a una vinchuca de las patas con una pinza o cuando el insecto deja caer el
tetraedro y queda suspendido en el aire, las antenas se doblan por la otra unién con
musculos, la del escapo con el pedicelo. Esto resulta en dngulos antenales muy grandes

(alrededor de 180°), que en otras situaciones no se observan.

Movimientos antenales durante las fases de locomocion

Mientras el insecto camina, mueve las antenas en forma constante y ritmica,
acompaifiando la locomocién. Los drganos ascienden y descienden, son extendidos hacia

afuera y hacia adentro, en forma similar a la descripta para R. prolixus por Wigglesworth

y Gillett (1934a).
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Las observaciones independientes de cada antena en el plano horizontal permitieron
caracterizar valores angulares minimos y maximos a niveles individual y poblacional
(Tabla Siete—II). Estos valores permiten conocer la amplitud de movimientos que los
insectos presentan en promedio y de su variacién. La observacién directa indica que
cuando los insectos caminan, el angulo formado entre las antenas en el plano horizontal
se mantiene relativamente constante en comparacion con los movimientos verticales que

son muy amplios.

Tabla Siete-II. Amplitud de los movimientos antenales en el plano horizontal frente a un
ingulo subtendido de 36.6°.

Amplitudes miximas y minimas oy o a (o= ag+ay)
Minimo individual 15¢ 15° 50°

Miximo individual 75° 75° 120°

Media poblacional 43°+ 10 40°+10 83°+36°ES=1,39

Un hecho interesante es que, a pesar de que las antenas podrian moverse en forma
independiente, lo hacen mayormente en coordinacion y en forma simultanea. Esto se hace
evidente en los movimientos horizontales que se pueden observar en la secuencia de la

Figura Siete-3a.

Figura Siete-3. Ejemplos de registros de los movimientos antenales de dos insectos
diferentes en fase de locomocion. a) Movimientos antenales horizontales y b) verticales.
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El analisis de correlacion de las posiciones antenales en el plano horizontal durante
la locomocion confirma una dependencia significativamente alta de la posicion angular
de una antena sobre la otra. En el analisis del insecto en movimiento, el valor del
coeficiente de correlacion 7 entre las dos antenas es de -0,57; p< 0,0001 (Figura Siete—4)
lo que indica que las antenas se mueven en forma paralela, es decir, cuando una antena se

acerca al plano sagital, la otra se aleja.

Figura Siete-4. Andlisis de correlacion entre los movimientos horizontales de la antena
derecha e izquierda de una vinchuca en fase de locomocion.

Locomocion

Antena Derecha

Antena Izquierda

Los movimientos en el plano vertical también se encuentran asociados con la
actividad locomotora. Mientras el insecto camina, las antenas barren el espacio
moviéndose constantemente hacia arriba y hacia abajo (ver Figura Siete-3b). La
coordinacion en el plano vertical para angulos formados entre las dos antenas no pudo ser
analizada debido a la imposibilidad de obtener imagenes en las que ambas antenas se
encontraran en foco simultaneamente, como ya fue discutido en Animales, materiales y
métodos en este capitulo. Sin embargo, la observacion directa de los insectos mostro que
los movimientos verticales pueden ocurrir simultineamente o en una forma alternada, de

la misma manera que los movimientos horizontales.
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Los valores angulares obtenidos en el analisis descriptivo de los movimientos

antenales se resumen en la tabla de la Tabla Siete—II1.

Tabla Siete-IIl. Amplitud de los movimientos antenales en el plano vertical.

Amplitudes maximas y minimas S, 8
Minimo individual 0° 0°
Maximo individual 94° 56°
Media poblacional 24°+17  20°%11

Movimientos antenales durante las fases de detencion

Cuando el insecto entra en una fase de detencidn, el patron de movimientos
antenales experimenta cambios dramaticos, tanto en el plano horizontal como en el
vertical (Figuras Siete-5 a y b, respectivamente). El cambio se relaciona,
principalmente, con el tipo de movimiento desplegado en cada caso y con su frecuencia.
Los movimientos suaves observados durante las fases de locomocién son reemplazados
por cambios bruscos de direccién durante los periodos de detencidn. Mientras que en las
fases de locomocidn, las antenas se mueven constantemente, durante las de detencion los
organos pueden permanecer inmoviles por varios segundos, y luego moverse en forma
simultanea y sacadica.

Figura Siete-S. Ejemplos de registros de los movimientos antenales de dos insectos
diferentes en fases de detencién. a) Movimientos antenales horizontales y b) verticales.
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La coordinacion entre los movimientos de las antenas en esta fase se puede
observar en el plano horizontal Figura Siete-5a. El coeficiente de correlacion r en este
caso tiene un valor de -0,98; p<0.01 (Figura Siete—6). Nuevamente, cuando una antena
se acerca al plano sagital, la otra se aleja. Si comparamos este valor con el obtenidos para
los insectos en movimiento (ver Figura Siete-4), se verifica que durante las fases de

detencion la interdependencia entre las antenas es aun mas evidente.

Figura Siete—6. Andlisis de correlacién entre los movimientos horizontales de la antena
derecha e izquierda de una vinchuca en fase de detencién.

} a Detencion

|

Antena lzquierda

Discusién

El estudio de la respuesta comportamental de 7. infestans a la estimulacion térmica
se realizo tomando como parametros los movimientos antenales y la actividad
locomotora desplegada por los insectos al ser enfrentados a una fuente térmica a
temperatura ambiente y a la de un hospedador potencial. El analisis y cuantificacion de
los movimientos antenales revel6 un patron de movimientos claro y coordinado, tanto en
el plano horizontal como vertical.

El aumento de la velocidad de locomocion y de la frecuencia de movimientos
antenales en vinchucas estimuladas observados en nuestros experimentos confirma que

los insectos, en estas condiciones, responden a la estimulacion térmica de la misma
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manera que la descripta para insectos libres (Lazzari y Nuafiez 1989). Este resultado
permitio adoptar el disefio experimental de insectos suspendidos para ser usado en
experimentos posteriores.

Por otra parte, el hecho que los insectos en presencia de una fuente de calor
desplieguen movimientos antenales caracteristicos, similares a los observados en
presencia de un hospedador vivo, confirma la importancia de la clave térmica para la
busqueda de un hospedador y sugiere que estos patrones motores estan involucrados en la
adquisicion activa de informacion relevante relacionada con la posicion y caracteristicas
de una fuente potencial de sangre.

Cuando se estudiaron los movimientos antenales, las diferencias observadas entre
los periodos de locomocion y de detencion fueron muy llamativas. Mientras desplegaba
actividad locomotora, T. infestans movia las antenas en forma suave y ritmica (Figura
Siete-3 a y b), manteniendo angulos horizontales bastante constantes. Antes del
comienzo de una fase de locomoci6n y durante las fases de detencion, los movimientos se
transformaron en sacadicos, con cambios de direccidn subitos y abruptos (Figura Siete—S
ayb)

El estudio de los movimientos de las antenas en relacion con el patréon de
Tocomocion sugiere un cierto grado de acoplamiento entre la locomocidn y la actividad
antenal. En cuanto un insecto se pone en movimiento, también se ponen en movimiento
las antenas y si bien durante las tandas de detencion las antenas pueden estar quietas,
cuando se mueven el patron es muy diferentes al que se observa en el animal en
movimiento. El patron de movimiento antenal y de locomocién ha sido estudiado en otros
insectos. En el bicho palo, por ejemplo, se han relacionado con un papel activo de las
antenas en la deteccion de obstaculos. El contacto con un objeto podria provocar una
adaptacidon del patron locomotor (Durr 2001). En este caso, la funcion de los

movimientos antenales seria otra.
El patrén observado recuerda a las estrategias de “parar-evaluar-continuar”
descritas para otros insectos, los cuales se detienen, muestrean el ambiente y contindan la

marcha, manteniendo un curso dado, como la hormiga del desierto Cataglyphis bicolor.
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Cuando se encuentra cazando sobre la plana superficie del desierto, esta hormiga detiene
su marcha cada pocos segundos y despliega en el sitio conspicuos movimientos rotatorios
alrededor del eje vertical del cuerpo y evalla el patron de polarizacion del cielo (Wehner
1989). Si bien T. infestans no muestra giros de todo el cuerpo, podria evaluar una amplia
porcidon del entorno con sélo mover las antenas. Mientras camina, el curso elegido podria
ser mantenido con soélo fijar el objetivo con las antenas. De hecho, durante la
aproximacion, la apertura antenal se mantiene relativamente cantante para una misma
fuente de estimulacion. Como veremos mas adelante, el angulo antenal puede vanar de

acuerdo con otras propiedades de la fuente.
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OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacién del tamafo de

una fuente térmica

Introduccion Teodrica

Las antenas son 6rganos con una gran amplitud de movimientos voluntarios. Entre
los diferentes artejos que componen las antenas, el escapo y el pedicelo estan controlados
por misculos que permiten movimientos de apertura y cierre en el plano horizontal y de
ascenso y descenso en el plano vertical. Como ya mencionamos, las antenas de T.
infestans son los 6rganos en donde se encuentran la mayor cantidad de receptores
sensoriales (ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans, Lazzari 1983 y Lazzari y
Wicklein 1994).

Por otra parte, la frecuencia de movimientos antenales es alterada
significativamente por la presencia de una fuente de calor. Durante las fases de
locomocidn, la antenas mantienen entre si un angulo bastante constante mientras que en
las fases de detencidn presentan movimientos sacadicos de gran amplitud (ver SIETE:
Los movimientos antenales frente a una fuente térmica). Estos resultados sugirieron que
los movimientos antenales podrian ser utilizados activamente para evaluar las
propiedades de una fuente térmica.

Experimentos realizados previamente en nuestro laboratorio demostraron que
insectos privados de la entrada visual son capaces de responder a dos vanables de la
fuente de calor: la distancia y la temperatura (Lazzan y Nufiez 1989). Los animales son
capaces de reconocer y discriminar un objeto caliente de otros que estén a temperaturas
diferentes. En este trabajo de Tesis hemos puesto en evidencia, ademas, que las vinchucas
pueden estimar la distancia a la que se encuentran de una fuente de calor a partir de la
informacidn térmica unicamente. Esta conclusion surge de los resultados presentados en
SEIS. El papel de las antenas en la orientacion térmica ya que las vinchucas extienden la
proboscis sélo cuando se encuentran a una distancia de la fuente que les permite picarla,

aun cuando estan privadas de la entrada visual.

118



OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion del tamaiio de una fuente térmica  Graciela Flores

En resumen, la evidencia expenmental sugiere que las vinchucas son capaces de, a
partir de informacién térmica, estimar la distancia y temperatura de una fuente potencial
de alimento. La estimacidn de distancia podria llevarse a cabo a través de mecanismos
relativamente sencillos. La estimaciéon de la temperatura de la fuente, sin embargo,
requiere integrar estas dos variables — cantidad de calor recibida y distancia — con una
tercera: el area emisora de la fuente. La relacién entre estas tres variables y sus
implicancias para la orientacién térmica seran discutidas en detalle en NUEVE. Un
mecanismo para el reconocimento de una fuente térmica.

Sin embargo, antes nos concentraremos en una pregunta que es clave en este
contexto y de la que, al igual que la mayor parte de lo que hemos descrito en el presente
trabajo, no existen antecedentes entre los insectos: ;pueden las vinchucas estimar el area
real o aparente de una fuente térmica?

Sobre la base de evidencia presente y pasada que indica que: 1- las antenas
albergan una alta cantidad de receptores térmicos; 2- la posicion de las antenas como un
todo y de sus artejos entre si es monitoreada a través de propioceptores de estimulos
mecanicos y 3- las antenas son movidas activamente durante la onentacién de las
vinchucas hacia una fuente caliente siguiendo patrones particulares, planteamos la
siguiente hipodtesis: “Los movimientos y la posicidn de las antenas durante la orientacion
térmica estan relacionados con la obtencion activa de informacion relativa al area de una
fuente térmica”.

En el presente capitulo ponemos a prueba esta hipétesis analizando

cuantitativamente la posicion de las antenas frente a fuentes de calor de distinto tamafio

presentadas a distinta distancia.

Seccion experimental

Se realizaron dos series experimentales en las que se estudié a los insectos en
forma individual y en condiciones de lazo abierto (ver CUATRO. El enfoque
experimental y las manipulaciones).

En la Primera serie experimental se analiz el angulo promedio formado por las

dos antenas durante la respuesta comportamental frente a fuentes de distinto tamaiio,
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presentadas a una misma distancia. En la Segunda serie experimental, se mantuvo
constante el tamaiio de las fuentes, pero éstas fueron colocadas a distinta distancia del
insecto. Ambas series se relacionaron entre si en el hecho de que bajo ambas condiciones
(area variable y distancia variable) se mantuvieron constantes los angulos subtendidos
por las fuentes, es decir, su tamafio aparente desde la posicion del insecto.

El razonamiento subyacente fue que si los movimientos de las antenas constituyen
un mecanismo activo para la evaluacion del area emisora, deberiamos poder constatar
una variacioén en esos movimientos que se correlacione o bien con el tamafio real, o bien

con el tamafio aparente de la fuente.
Animales, materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 10 larvas de quinto estadio de T. infestans con un ayuno cercano a los
30 dias postecdisis. Los animales fueron privados de la entrada de informacion visual y
preparados para el ensayo en condiciones de lazo abierto como se describe en CUATRO.
El enfoque experimental y las manipulaciones: los animales y su preparacion.
Dispositivo

Los experimentos se realizaron dentro de una arena que consistia en una-caja de
telgopor de 53 cm de largo x 30 cm de ancho x 23 cm de alto. Las fuentes de calor eran
placas de aluminio de tres tamarfios distintos mantenidas a una temperatura de 34°C.

La distancia entre el insecto y la fuente de estimulacion, fija durante cada ensayo,
variaba entre ensayos segun el protocolo experimental que se describe mas adelante. En
la primera serie experimental se usaron tres fuentes de calor de distinta area (cuadrados
de 5; 7,5 0 10 cm de lado) colocadas a una distancia de 20 cm enfrente del insecto. En la
segunda serie experimental se emple6 una fuente cuadrada de 10 cm de lado, colocada a

una de tres distancias (40, 27 y 20 cm). Estos amreglos, obtenidos variando el tamafio y la
distancia, daban como resultado tres angulos subtendidos diferentes (0=14,25°; 21,2° y

28,08°) (Figura Ocho-1 ay b).
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Figura Ocho-1. Angulos subtendidos por fuentes de calor de distinto tamaiio o por una
misma fuente de calor colocada a distintas distancias.

a)
Tamaiio de una fuente Distancia a la que es Angulo subtendido por la
colocada a 20 cm de colocada una fuente de fuente de calor
distancia 10 x 10 cm de area

5 cmde lado 40 cm 14, 25°

7.5 de lado 26,7 cm 21,2°

10 cm de lado 20 cm 28,07°

b)
40 cm 27 cm 20cm 0

Entorno

La arena se encontraba sobre una mesada a una altura de 90 cm del piso y era
iluminada por medio de un tubo fluorescente de 20 W ubicado a 70 cm sobre la arena. La
temperatura de la habitacion era de 23°C. Los experimentos se realizaron siempre

después de las 18 hs.

Procedimiento

Las dos series experimentales se realizaron en dos dias consecutivos. En cada
ensayo se procedia de la siguiente manera: un insecto era suspendido dentro de la arena
experimental. Una pantalla de telgopor aislante de 29 x 22 cm era interpuesta entre la
fuente térmica y el insecto. Transcurridos 2 minutos la placa se retiraba y el insecto
quedaba expuesto a la fuente térmica de una determinada area y a una determinada

distancia durante otros 2 minutos durante los cuales se filmaban las antenas desde una
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vista superior. Una vez terminado el ensayo, la pantalla se volvia a colocar frente a la
fuente de manera de aislar al animal de la manipulacién.

Luego de un segundo intervalo de 2 minutos sin estimulacion, la fuente térmica era
reemplazada por otra de diferente drea o0 de la misma area pero colocada a una distancia
distinta, segun el disefio del experimento y siguiendo una secuencia aleatoria.

A continuacidn, se removia la pantalla aislante y se repetia el procedimiento para el
mismo insecto. De esta manera, cada insecto era expuesto a tres situaciones
experimentales distintas cada dia, es decir, tres areas o tres distancias dependiendo del
experimento.

En ambas series experimentales, un mismo insecto era estudiado en forma

individual y la secuencia de tratamientos era balanceada entre animales.

Registro del comportamiento

Como ya se menciond, para el analisis de la respuesta de las antenas en el plano
honzontal, los animales fueron filmados desde una vista dorsal en las diferentes
condiciones experimentales. Las filmaciones fueron subsecuentemente digitalizadas
cuadro a cuadro, utilizando el dispositivo descrito en CUATRO. El enfoque experimental

y las manipulaciones: la adquisicion y el procesamiento de los datos.

Analisis de los datos

La apertura antenal fue calculada computando el angulo a formado entre las
antenas en todos los cuadros en que ambas antenas estaban en el plano focal (para mas
detalles sobre el calculo de los angulos antenales, ver CUATRO. El enfoque experimental
y las manipulaciones: la adquisicion y el procesamiento de los datos). Para cada insecto
se calculd el angulo promedio obtenido en respuesta a cada tratamiento y se realizé un
analisis de ANOVA de medidas repetidas.

A continuacién, se compararon los angulos antenales obtenidos frente a fuentes que
subtendian el mismo angulo a través de los dos métodos (variacién de tamafio y variacion

de distancia), a través de una prueba de Student pareada.
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Resultados

La respuesta de las vinchucas frente a la estimulacién con fuentes térmicas que

presentaban distintos angulos subtendidos se estudi6 en dos series experimentales.

En la Primera serie, el angulo o promedio fue cuantificado cuando los insectos
eran estimulados por fuentes de 5; 7,5 o 10 cm de lado, a 34°C. El angulo antenal
promedio obtenido fue de 62,68° £ 1,45 (ES); 68,05° + 1,58 (ES) y 74,09 + 1,5 (ES),
respectivamente (Figura Ocho—2, variacion de tamafo). El analisis de ANOVA de
medidas repetidas reveld diferencias altamente significativas entre los angulos
subtendidos frente a las distintos tamafio (F=9,59; p< 0,0001, gl= 2 entre tratamientos; gl
= 24 entre residuos, (Tabla Ocho-I). Las diferencias entre insectos fueron no

significativas.

Figura Ocho-2. Angulo de apertura antenal promedio para la poblacién de insectos
estudiada en funciéon del dngulo subtendido por una fuente de tamaiio fijo colocada a
distintas distancias o fuentes de distintos tamarfios colocadas a una distancia fija.
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Tabla Ocho-I. Primera serie. Angulo antenal frente a fuentes térmicas de distintas ireas.

Tamaiio de la N Angulo subtendido por a medio
fuente la fuente de calor
5cm 8 14, 25° 62,68 £4,1 °SE: 1,45
7,5 cm 8 21,2° 68,05°+ 4,47 SE: 1,58
10 cm 8 28,08° 74,09° + 4,27 SE: 1,52

En la segunda serie experimental, el angulo promedio a fue cuantificado cuando
los insectos eran estimulados con una misma fuente térmica a una temperatura constante,
pero colocada a 40, 27 0 20 cm del insecto. El angulo promedio a fue 62,46° + 1,95 (ES);
69,7° £ 1,87 (ES) y 77,97° £ 1,66 (ES) respectivamente (ver Figura Ocho-2, variacion

de distancias).

Los valores de los angulos antenales obtenidos en respuesta a la estimulacién
difirieron significativamente entre si (F=16,66; p< 0,0001, df= [2 entre tratamientos, 21
entre residuos) y resultaron mayores cuanto mas cerca se encontraba la fuente térmica

(Tabla Ocho-II). Las diferencias entre insectos fueron no significativas.

Tabla Ocho-II. Segunda serie. Angulo antenal frente a fuentes térmicas ubicadas a distintas
distancias.

Distancia N Angulo subtendido por a medio

la fuente de calor

40 cm 9 14,25° 62,46°£5,15 SE: 1,95
26,7 cm 9 21,2° 697°+494 SE: 1,87
20 cm 9 28, 08° 7797 + 1,66 SE: 1,66

En la Figura Ocho-3 se muestran ejemplos de los angulos antenales de diferentes
insectos frente a fuentes a distintos angulos subtendidos obtenidos variando el tamafio o

la distancia.
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Figura Ocho-2. Ejemplos de insectos individuales. Apertura antenal en funcién del angulo
subtendido por una fuente de tamaiio fijo a distintas distancias o fuentes de distinto tamaiio

a una distancia fija.
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Discusion

La respuesta de las antenas de T. infestans frente a fuentes que subtienden distintos
angulos fue estudiada bajo condiciones experimentales controladas. Los resultados
demuestran una relacion clara entre el angulo subtendido por la fuente témica y la
apertura antenal. Esta relacidn se manifiesta independientemente de la forma de
establecer los distintos angulos sélidos, 1.e., vanando la distancia a una fuente de tamafio
constando o presentando fuentes de distinto tamafio a una distancia fija.

Estos resultados sugieren fuertemente que las antenas podrian desempefiar un papel
activo en la estimacidon del area emisora aparente de una fuente térmica. Como ya
mencionamos, las antenas llevan numerosos termomeceptores distribuidos en su
superficie, ademas de mecanorreceptores propioceptivos en las articulaciones entre los
diferentes artejos (ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans).

Al mover las antenas, el animal expone distinta superficie y zonas de la antena al
calor, lo que estimula cantidades variables de termorreceptores. Esta entrada sensorial es
procesada por el sistema nervioso central. Por otra parte, los insectos cuentan con
mecanorreceptores articulares que actilan como propioceptores y que podrian monitorear
la posicion de las antenas y de cada uno de sus artejos en forma permanente. Asi, el
insecto tiene dos entradas de informacidn de distinta modalidad: la entrada térmica y la
entrada mecanica que podrian converger en el sistema nervioso central. En ese caso, la
informacion podria ser analizada en conjunto por medio de un proceso de integracién
multimodal.

La integracién multimodal es un fenémeno conocido y consiste en la toma de
informacién por organos sensoriales funcionalmente diferentes, cuyas actividades
neuronales estin conectadas en algin punto de la via sensorial. Si bien la interaccion
anatomica puede ocurrir en cualquier punto de la via —a nivel del receptor, en neuronas
ascendentes o descendentes, o incluso en motoneuronas (Hom 1985)—, la probabilidad de

encontrar neuronas multimodales es mayor en centros nerviosos de orden superior.
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En insectos, los drganos sensoriales multimodales estan ampliamente distribuidos.
Como ya mencionamos, muchas sensilias receptoras son sensibles a dos modalidades
diferentes, como la temperatura y la humedad (ver TRES. Las antenas de Triatoma
infestans: los receptores sensoriales en insectos). Sin embargo, la integraciéon que nos
interesa en este caso son las aferencias sensoriales provenientes de distintas sensilias.

En el caso de T. infestans, la convergencia multimodal de estimulos de los
propioceptores y termorreceptores podria proveer una “imagen” del contorno de la fuente
de calor que otorgaria al insecto informacion sobre el area de la superficie emisora.

El conocimiento del area aparente de la fuente térmica y la distancia a la que se
encuentra esa fuente podria ser usado por las vinchucas para derivar, en primera instancia
el tamafio o 4rea emisora absoluta. Esta informacion, junto con la relativa a la distancia y
la estimulacion de los termorreceptores antenales completarian la informacion necesaria
para estimar la temperatura de la fuente.

En NUEVE. Un mecanismo para el reconocimento de una fuente térmica, se
presenta un modelo que integra estas tres variables de la fuente de calor en un intento de

explicar el comportamiento observado en T. infestans.
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NUEVE. Un mecanismo para el reconocimiento de una fuente

térmica

Introduccion

En 1934, Wigglesworth y Gillet estudiaron el comportamiento de la vinchuca R.
prolixus frente a fuentes de estimulacion con caracteristicas similares a las de sus
hospedadores habituales. Los resultados mostraron que este insecto es atraido
principalmente por el olor y por el calor que despiden los animales homeotermos de
los que suele succionar sangre. Los movimientos caracteristicos de las antenas que
preceden a la localizacion de una fuente térmica sugieren que estos 6rganos son los
principales responsables del sentido olfativo y térmico en las vinchucas y que
participan en la localizacion de un hospedador en el ambiente (ver DOS. Algunos
aspectos del comportamiento de los triatominos). El trabajo clasico de Wigglesworth
y Gillet fue el punto de partida de esta Tesis.

Experimentos posteriores demostraron que la especie relacionada, 7. infestans,
es capaz de detectar fuentes de calor que se encuentran a la temperatura de un
hospedador (Lazzari y Nufiez 1989) y diferenciarlas de otros cuerpos calientes a
distintas temperaturas (Lazzan 1990). Los movimientos antenales que despliega T
infestans frente a la estimulacion térmica son similares a los descritos para R. prolixus
y apoyan la idea de que estos 6rganos cumplirian una funcién activa en la busqueda
de un hospedador en ambas especies. El descubrimiento de varios tipos de
termorreceptores antenales (Barth 1952, Lazzan 1983, Insausti et al. 1999) refuerza
esta idea (ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans).

En este contexto, en el que las vinchucas demuestran la capacidad de
discriminar una fuente de calor de otras similares que difieren s6lo en su temperatura,
intentamos dilucidar el mecanismo por el cual llevan a cabo esta tarea.

En primer lugar, analizamos el papel de las antenas en la recepcion de estimulos
térmicos y la importancia relativa de sus termorreceptores en comparaciéon con las
termosensilias distribuidas en el resto del cuerpo (ver CINCO. El papel de los
receptores antenales en el sentido térmico). Los resultados mostraron que si bien
existe una especializacién de la funciéon de los termorreceptores antenales para

determinados comportamientos —la eleccién de un microambiente donde permanecer
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y la extension de la proboscis para picar- la funcion de esos termorreceptores puede
ser asumida por otros si transcurre tiempo suficiente. Sin embargo, cuando se
recupera la funcion termorreceptora, el patron de respuesta aparece alterado, i.e. los
insectos recuperan la capacidad de orientarse en un gradiente térmico y de expresar
una preferencia térmica, pero el valor de temperatura es varios grados mayor que
aquel que muestran los insectos intactos. La entrada térmica, ademas, parece tener
efectos fistologicos que no estarian vinculados directamente con la sensacion térmica
(e.g. la alteracion del patron diario de actividad), lo que sugiere que la informacién
térmica sigue varias vias con conexiones complejas.

Posteriormente, estudiamos el papel de las antenas durante la aproximacion de
las vinchucas hacia una fuente de calor asi como el mecanismo de orientacién
involucrado (ver SEIS. El papel de las antenas en la orientacion térmica). Los
resultados demostraron que con s6lo uno de estos organos bilaterales los insectos
pueden localizar una fuente térmica. Sin embargo, si bien a cierta distancia las
trayectorias de aproximacion de los insectos controles y los antenectomizados no
difieren entre si, en proximidad de la fuente —cuando se encuentran suficientemente
cerca como para picar— los insectos a los que les falta una antena muestran una
desviacion marcada hacia el lado de la antena intacta y en su mayoria fallan en el
primer intento de picar.

Este comportamiento permitié definir dos mecanismos de orientacién
involucrados en la localizacion de un hospedador, la felotaxis y la tropotaxis.
Ademas, este experimento evidencié que los insectos, a pesar de estar libres y tener
los ojos cubiertos, solo extienden la proboscis cuando se encuentran a una distancia de
1,5 cm de la fuente térmica, aun cuando no han tenido contacto fisico con la
superficie caliente. Este resultado es interesante porque apoya la idea de que las
vinchucas pueden estimar la distancia a la que se encuentra una fuente térmica sin
contar con la entrada de informacion visual y en ausencia de contacto mecanico, es
decir, usando sélo el calor que emana la fuente.

Los resultados obtenidos derivaron en un estudio mas detallado de la dinamica
de los movimientos antenales y su posible conexion con el patron de actividad
locomotora (ver SIETE. Los movimientos antenales frente a una fuente térmica). Se
analizaron entonces los desplazamientos de las antenas en el plano horizontal y

vertical en busca de patrones asociados con la locomocién. Los insectos estudiados
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revelaron una patrén de movimientos que difiere consistentemente entre las fases de
locomocién y de detencion (Flores y Lazzari 1996). Mientras los insectos estan
detenidos, los movimientos antenales son sacadicos, de amplitud variable y carecen
de un ritmo caracteristico. En las fases de locomocidn, por el contrario, las antenas se
mueven suavemente, acompafiando el movimiento de las patas, y mantienen un
angulo de apertura relativamente constante.

En otros insectos, en los que las antenas son usadas como Organos tactiles, se
observo un patrén de locomocién en el que se presenta un acoplamiento de los
movimientos de las antenas y de las patas (Durr et. al. 2001). En el caso de T.
infestans, la diferencia entre los movimientos antenales durante las etapas de
detencion y de locomocion sugirié una nueva interpretacion de la funcién de los
movimientos antenales. Durante la busqueda de alimento, los insectos se detendrian
con cierta frecuencia y realizarian un muestreo del ambiente con movimientos
antenales amplios y sacadicos. Una vez detectada una fuente de calor, las vinchucas
caminarian hacia ella, desplegando movimientos suaves y manteniendo una apertura
antenal relativamente constante, como si de alguna manera “fijaran el objetivo”.

Asi, las antenas parecerian ser usadas para 1) “medir’ las discontinuidades
térmicas y localizar una fuente de calor en el espacio y 2) para mantener un curso de
aproximacion hacia ella. Si este razonamiento fuera correcto, el dngulo antenal podria
presentar alguna relacion con los bordes de contraste térmico entre la fuente y el
fondo, o sea con el angulo soélido subtendido por la fuente térmica en la posicién del
insecto.

Para poner a prueba esta hipoétesis, realizamos un experimento en el que se
analizé el angulo de apertura antenal en funcién del angulo subtendido por distintas
fuentes de calor (ver OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion de una fuente
térmica). Los distintos angulos subtendidos eran establecidos de dos maneras: o bien
variando el area emisora de la fuente térmica o bien modificando la distancia a la que
se encontraba esa fuente. En los dos casos se observo una correlacion positiva
significativa entre el angulo antenal y el angulo sélido subtendido en las distintas
condiciones experimentales. Se comprob6 que el angulo formado entre las antenas
aumenta consistentemente con el aumento del area aparente de la fuente en la
posicion del insecto. Estos resultados apoyaron la idea de que las vinchucas tienen la

capacidad de estimar el area emisora de una fuente de calor.
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Como mencionamos en la discusion de ese experimento, esta capacidad, junto
con la posibilidad de estimacion de distancias, explicaria la habilidad observada en
estos insectos de discriminar una fuente a la temperatura de un hospedador potencial
de otras que difieren sélo en su temperatura (Lazzari y Nufiez 1989, Lazzari 1990 y
OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion de una fuente térmica).

Sobre la base de estos resultados, planteamos un modelo que intenta explicar el
mecanismo por el cual las vinchucas reconocen a sus hospedadores utilizando sélo el

calor emitido.

Hacia un mecanismo de reconocimiento de la fuente térmica

Para analizar el mecanismo que las vinchucas podrian estar utilizando para
diferenciar una fuente térmmica de otras presentes en el ambiente a partir de su
temperatura debemos primero identificar qué informacién sobre esa fuente estin
capacitadas para recibir, y si esa informacion resulta relevante.

Las vinchucas cuentan con termorreceptores sensibles al calor, un estimulo que
evidentemente aporta informacion sobre la fuente témmica. Por esta razon, y por haber
demostrado ser el unico necesario y suficiente para desencadenar la respuesta de
picar, el calor es el principal candidato a ser la clave utilizada.

El calor emitido por una fuente térmica depende de distintas variables, entre
ellas la temperatura, el tamaiio, el material del que esta hecha y la distancia a la que se
encuentra del receptor de calor.

Con respecto a la primera variable, cuanto mayor es la temperatura, mayor es la
cantidad de calor emitida. Algo similar ocurre con el tamafio, la cantidad de calor
emitida aumenta con el aumento del tamafio del area emisora. También existe una
relacion entre la cantidad de calor y la distancia entre la fuente y el receptor: cuanto
menor es la distancia a la fuente, mayor es la cantidad de calor que llega al receptor.
Finalmente, el material que forma la superficie emisora de calor influye también en la
emisividad térmica de esa fuente (ver Anexo I. Algunos conceptos sobre la fisica del
calor: leyes de la radiacion).

La cantidad de calor, el area y la distancia son parimetros que se pueden
conjugar de manera que fuentes que varien simultaneamente en mas de uno de ellos
pueden “engaifiar” al receptor: una fuente distante —o pequefia— a una alta temperatura

produce el mismo calentamiento local que una fuente mas grande —o mas proxima- a
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una temperatura menor. La evidencia experimental previa a este trabajo indica
fuertemente que las vinchucas son capaces de discriminar entre estas alternativas.

Los termorreceptores son sensibles a la cantidad de calor que desencadena una
respuesta eléctrica de las sensilias termorreceptoras. Esa informacion es transmitida y
procesada en el sistema nervioso central (ver TRES. Las antenas de Triatoma
infestans). Como consecuencia de las distintas maneras en que se pueden combinar
los parametros de la fuente para producir un mismo resultado, la cantidad de calor por
si sola no resulta un estimulo inequivoco y no aporta informacién suficiente al insecto
para decidir si un cierto cuerpo caliente representa o no una fuente de alimento.

Sin embargo, si a partir de la informacion que brindan los termorreceptores las
vinchucas pudieran estimar el tamario de la fuente y la distancia a la que se encuentra,
entonces podrian derivar finalmente su temperatura. Esta es, sin duda, la variable mas
importante para decidir st una fuente térmica resulta lo suficientemente interesante
para orientarse hacia ella. Una fuente muy caliente o muy fria se puede descartar
inmediatamente st el intervalo de temperaturas posibles de un hospedador es conocido
por la vinchuca.

Llegado a este punto, surge la pregunta de cual o cuales de las tres variables —
distancia, drea y temperatura- estan capacitados los insectos para evaluar y a través

de qué mecanismo lo hacen.

Estimacion de la distancia

Varias evidencias comportamentales sugieren que las vinchucas pueden estimar
la distancia de una fuente térmica sélo a partir del calor emitido por esa fuente. Si
bien esas evidencias son indirectas, no dejan lugar a duda de que esa capacidad existe.
Como ya mencionamos (ver SEIS. El papel de las antenas en la orientacion térmica),
las vinchucas privadas de la entrada de informacion visual extienden la proboscis
cuando se encuentran a una distancia de alrededor de 1,5 cm de una fuente a la
temperatura adecuada. Una fuente a la temperatura de un hospedador ubicada a una
distancia mayor no desencadena la extension de la proboscis; una fuente lo
suficientemente cerca pero a una temperatura fuera del intervalo adecuado (i.e., el
correspondiente a las temperaturas de un hospedador) tampoco desencadena la

respuesta de picar (Lazzan 1990).

132



NUEVE. Un mecanismo para el reconocimiento de una fuente térmica Graciela Flores

Las vinchucas podrian estimar la distancia a una fuente térmica por diferentes
mecanismos. Una posibilidad es que sigan el gradiente de temperatura que se forma
entre la fuente de calor y la posicidn en la que se encuentran ya que la energia calérica
recibida disminuye en forma no lineal, con el cuadrado de la distancia a la fuente.

Si bien este es un mecanismo posible, se ha observado que vinchucas
suspendidas del torax son capaces de estimar distancias y reponder de acuerdo con la
temperatura de la fuente (Lazzani y Nufiez 1989 y CUATRO. El enfoque experimental
Y las manipulaciones: las condiciones experimentales). Como ya mencionamos, a
pesar de que las vinchucas se orientan hacia la fuente térmica cuando ésta se
encuentra a la temperatura del hospedador, no intentan picarla si no la pueden
alcanzar (Lazzari y Nufiez 1989, Lazzan 1990). En la situacion experimental de
estimulacion a lazo abierto, los insectos se encuentran a una distancia fija, caminando
sobre el Spangenglobus. Al no poder aproximarse a la fuente, no cuentan con la
posibilidad de medir el cambio (en este caso el aumento) de la temperatura o cantidad
de calor con la vaniacion de la distancia.

Una alternativa es que los insectos realicen un bamido del ambiente con las
antenas y comparen entradas sucesivas o simultaneas por triangulacion. Cuando las
vinchucas se encuentran frente a una fuente de calor, los movimientos antenales de
apertura provocan un alejamiento de las antenas de la fuente mientras que los de
cierre provocan un acercamiento. Esta pequeiia diferencia de distancias entre una y
otra posicion de las antenas podria aportar suficiente informaciéon como para estimar
cuan lejos o cerca esta la fuente. Sin embargo, los movimientos antenales de los
animales suspendidos no parecen ser lo suficientemente amplios en relacion con las
distancias a la fuente utilizadas (Lazzan y Nufiez 1989, Lazzan 1990) como para que
se pueda llevar a cabo esta tarea.

Finalmente, las vinchucas podrian estimar la distancia a la fuente térmica por
diferencia de calentamiento entre dos puntos del cuerpo, i.e., entre la cabeza y el
extremo posterior del abdomen (los puntos mas alejados). De las posibilidades
mencionadas, consideramos que la ultima es la que explica mas consistentemente

nuestros resultados.

Esta afirmacion esta apoyada en dos hechos: 1) los termorreceptores no estan
restringidos en su distribucion a las antenas y 2) si los termorreceptores extraantenales

son capaces de asumir la funcién de aquellos localizados en las antenas (ver CINCO.
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El papel de los termorreceptores antenales en el sentido térmico), no es ilogico

pensar que, en condiciones normales, la entrada de aquellos sea integrada con la de

€stos.

Estimacion del area

La estimacion del area es un requerimiento para que las vinchucas puedan
diferenciar fuentes térmicas a distintas temperaturas s6lo a partir del calor recibido.
Los experimentos realizados en OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion
del tamafio de una fuente térmica evidencian una relacion entre el angulo mantenido
por las antenas y el tamafio aparente de la fuente térmica, la que sugiere un
mecanismo de estimacion del area.

Para otros sistemas sensoriales, tipicamente el sistema visual, la estimacion del
tamaifio real de un objeto se basa en la integracién de su tamaiio aparente con, o bien
una referencia almacenada en la memonia, o bien con la distancia a que se encuentra
el objeto. Este ultimo es un mecanismo posible para las vinchucas. Por medio de
tnangulacion o bammdo con las antenas las vinchucas podrian detectar las
discontinuidades térmicas. La medicidn de la superficie radiante estaria dada por la
apertura antenal. Los propioceptores antenales brindarian al sistema nervioso central,
por convergencia multimodal, una imagen del contorno de contrastes de la fuente en
el espacio, o sea de su tamafio aparente. Relacionando el area aparente con la

distancia, el area real de la fuente podria ser finalmente “calculada”.

Estimacion de la temperatura

Los resultados experimentales obtenidos no dejan lugar a duda de la capacidad
de las vinchucas de estimar la temperatura (Lazzari y Nufiez 1989, Lazzan 1990).
Para llevar a cabo esta tarea es necesario, en principio, conocer la cantidad de calor
recibida a nivel de los termorreceptores (ver TRES. Las antenas de Tratoma
infestans: los receptores sensoriales en insectos). El calor podria alcanzar los
receptores por cualquiera de los mecanismos que reconoce la fisica para el
intercambio de calor entre dos cuerpos, i.e., conduccidn, radiaciéon y conveccion (ver
Anexo I Algunos conceptos sobre la fisica del calor: la transferencia de calor).

Como ya mencionamos, a partir de esa informacion, junto con la de del tamafio de la
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fuente y de la distancia a la que se encuentra permitiria derivar finalmente su
temperatura.

El calentamiento local a nivel de los termorreceptores también podria ser
provocado por la radiacion térmica. Esta ultima posibilidad, como veremos, no
implica la existencia de un receptor especifico de radiacion IR.

En cualquier caso, la cantidad de calor recibida debe ser mayor que el valor
umbral del receptor. La sensibilidad de las vinchucas a la radiacién térmica fue
calculada a partir de la respuesta comportamental a fuentes a distintas temperaturas y
por medio del uso de filtros que dejaban pasar distintos porcentajes de radiacién. Los
valores obtenidos revelaron un umbral de sensibilidad de 3,3 x 10° Watt cm™
(recalculado de Lazzari 1990). De acuerdo con este calculo, esta energia, que es la
minima necesaria para estimular al receptor antenal, produciria un aumento de la
temperatura local de menos de 0,004°C.

Estos valores revelan una alta sensibilidad térmica en las vinchucas. Los valores
conocidos para otras especies en las que fue demostrada la percepcion de IR son
6x10° Watt cm™ para Melanophila acuminata (Evans 1966a) y 8x1 0° Watt cm™ para
las boas (Hartline 1974). De acuerdo con estos calculos, las vinchucas serian los
animales con mayor sensibilidad térmica conocida hasta el momento.

Ensayos comportamentales realizados en T. infestans frente a fuentes de calor
indican que las vinchucas podrian percibir el calor irradiado por un disco de 20 cm de
diametro (asimilable a una cara humana) a una distancia de 2,27 metros y el de un

disco de 10 cm de diametro (asimilable a una mano) a 1,13 m (Lazzan 1990).
La integracion de la informacion

Un modelo posible

Si asumimos que las vinchucas pueden, a partir de la informacién térmica
recibida, estimar el area y la distancia y, conociendo estas vanables, derivar la
temperatura, debemos considerar como puede ser integrada esta informacién de
manera de llegar a un resultado que permita catalogar a la fuente térmica como un
potencial hospedador o descartarla.

En prncipio, las entradas de informacién térmica y mecanica podrian, por

medio de la integracién multimodal, aportar a la evaluacion de la superficie radiante.
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Como ya mencionamos en OCHO. Los movimientos antenales y la evaluacion
de una fuente térmica, la integracién multimodal ha sido documentada en varios casos
(Horn 1985). Un ejemplo de este tipo de integracion es el de Periplaneta americana.
En esta cucaracha se ha demostrado que diferentes aferencias antenales (olfatorias,
mecanicas, térmicas y de humedad) convergen en el deutocerebro (Waldow 1975,
Boeckh et al. 1976 citados por Homn 1985). El sistema de control que subyace a la
captura de la presa por el mantido Parastagmatoptera unipunctata constituye otro
ejemplo que apoya el tipo de integracion propuesto para T. infestans. En el mantido se
produce una integracion bimodal de entradas propioceptivas y visuales (Mittelstaedt
1962).

En el caso de las vinchucas, las entradas sensonales involucradas serian la
mecanica y la térmica. La entrada que aporta informacion sobre la posicion de las
antenas provendria de los mecanorreceptores propioceptivos situados en las uniones
entre los segmentos de las antenas. Los propioceptores ubicados entre el tubérculo
antenifero y el escapo podrian informar acerca del grado de apertura antenal (ver
TRES. Las antenas de Tnatoma infestans: los receptores sensoriales en insectos).

Por otra parte, una mayor apertura antenal dejaria expuesta al calor una mayor
cantidad de termorreceptores que serian estimulados simultineamente. Con la
informacion proveniente de una red de receptores podria conocerse el area aparente
(ver mas arriba: Estimacion del drea). Relacionando el area aparente con la distancia,
el area real de la fuente podria ser finalmente denvada y las antenas, a partir de su
apertura —que es proporcional al angulo subtendido por la fuente de calor- actuaria asi
como un instrumento de medicion.

En la figura Nueve-1 presentamos un diagrama en el que se esquematizan los

componentes del modelo de integracion propuesto.
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Figura Nueve-1. Modelo para un posible mecanismo de integracién de las entradas
propioceptiva (posicion de las antenas registrada por los mcanorreceptores antenales) y
térmica (cantidad de calor recibida por los termorreceptores antenales) que explica
c6mo se podria derivar la temperatura de una fuente de calor.
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En el modelo presentado en la figura se proponen varias instancias de
integracion. En primer lugar, la integracion bilateral de la informacién propioceptiva
permitiria al insecto conocer la abertura de las antenas (1). Las entradas propioceptiva
y térmica podrian también ser integradas de manera que permitirian conocer el area
aparente (2). La distancia podria ser derivada integrando la informacién térmica
proveniente de dos partes del cuerpo en forma simultinea o las entradas sucesivas
obtenidas del barrido del ambiente con las antenas por triangulacion (3). Finalmente,
toda esta informacidn seria integrada en el sistema nervioso central y se derivaria la
temperatura del potencial hospedador. En esta instancia, el insecto estaria en
condiciones de tomar la decision de aproximarse e intentar picar el cuerpo caliente o

ignorarlo.

La extension de la proboscis: una respuesta dependiente de la distancia

La extension de la proboscis ocurre cuando el insecto “decide” que la fuente
térmica es un hospedador. En los experimentos en los que analizamos los mecanismos
de orientacion hacia una fuente de calor (SEIS. El papel de las antenas en la
orientacion térmica) concluimos que a distancias entre 1 y 1,5 cm el mecanismo
involucrado es la felotaxis, que hace posible una aproximacién mas o menos recta
hacia la fuente aun cuando los insectos cuentan con una sola antena. Una vez cerca de
la fuente, a una distancia de alrededor de 1,5 cm, se desencadena la extension de la
proboscis. Si una de las antenas esta ausente, se produce un giro abrupto hacia el lado
de la antena intacta. De estos resultados se dedujo que la telotaxis es reemplazada por
la tropotaxis, un mecanismo de orientacion en el que se comparan las entradas de los
dos 6rganos bilaterales.

Sobre la base de estos resultados surge la pregunta: ;como se desencadena la
extension de la proboscis? Una explicacion posible es la integracion bilateral de la
informacion térmica en la que la entrada de ambas antenas seria comparada. Sin
embargo, los insectos antenectomizados unilateralmente extienden la proboscis a la
misma distancia que los intactos.

Una alternativa posible es que las vinchucas respondan a un incremento en el
gradiente de energia calorica. Si este fuera el caso, la integracion bilateral no seria
necesaria aunque si seria requerida para otros comportamientos. Por ejemplo, los

resultados del experimento de orientacion muestran que para una correcta orientacion
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de la picada es necesaria la integridad de ambas antenas; de lo contrario ocurre lo que
observamos en las trayectorias de insectos sin una antena: el objetivo era errado con
un sesgo hacia la antena intacta.

En este contexto es importante conocer cual es el nivel de cambio en la cantidad
de energia que seria necesario para ser percibido como un estimulo que gatille la
extension de la proboscis. Sabemos que las vinchucas tienen un umbral muy bajo de
sensibilidad, que se ha calculado en 3,3x10° Watt cm™ (recalculado de Lazzari 1990).
Si hubiera un cambio lo suficientemente grande en la radiacion a una distancia que
permitiera una rapida evaluacién de ese cambio por parte de los insectos, éstos
podrian, aun sin claves visuales, saber que se encuentran en una posicion adecuada
para picar. Las vinchucas podrian estar “midiendo” la cantidad de calor recibida y,
una vez superado determinado umbral, podria desencadenarse el comportamiento de
picar.

Las caracteristicas fisicas de la propagacion del calor en las situaciones
experimentales analizadas aportaron una explicacion compatible con el mecanismo
propuesto. Sabemos que la cantidad de calor de una fuente térmica disminuye con el
cuadrado de la distancia (Figura Nueve-2).

Figura Nueve-2. Decaimiento de la energia con la distancia en proximidad de la fuente
térmica para fuentes de lcm’ a distintas temperaturas (temperatura ambiente 25°C).
Los nimeros sobre las lineas indican el incremento en energia entre los intervalos de
distancia 0,5-1cm, 1-2¢m, 2-3cm, 3-4cm y 4-5¢m, respectivamente.

Distancia (cm)
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En el grafico se puede verificar que el incremento relativo en la energia es
mayor a medida que disminuye la distancia y, no menos importante, que ese
incremento es similar para cualquier temperatura de la fuente. Estos factores de
incremento en la cantidad de calor tampoco varian con el tamafio de la fuente.

Estos dos ultimos puntos indican que el efecto de la variacion de la temperatura
de la fuente y de su area es lineal, a pesar de que la energia aumenta con la diferencia
entre la cuartas potencias de las temperaturas del ambiente y de la fuente y de que el
area aumenta con el cuadrado del lado (ver Anexo I. Algunos conceptos sobre la fisica
del calor: leyes de la radiacion). Por esa razdn, si se aumenta la temperatura de la
fuente o su area la cantidad de energia emitida se incrementa linealmente y es sélo
funcidn del cuadrado de la distancia: la forma de la curva de decaimiento con la
distancia no varia.

Estas propiedades de la propagacion del calor tienen una consecuencia
particularmente interesante. Como el incremento relativo del calor a medida que el
animal se acerca es constante independientemente del tamafio de la fuente, el
incremento no se produce en magnitud sino en la proporcion, es decir que la cantidad
de calor se duplica, cuadruplica, etc.

Sobre esta base proponemos que las vinchucas podrian estar utilizando una
regla simple como la siguiente: “aproximarse a una fuente hasta el momento en que la
estimulaciéon de los termorreceptores se incremente X veces en Y mm; en ese
momento, estirar la proboscis ya que se ha alcanzado la distancia critica".

El gradiente térmico también podria dar informacion de la distancia a la fuente
en un intervalo de distancias mayor, siempre y cuando el valor de energia y su
variacion en el espacio se encuentren por encima del umbral de discriminacién. Asi,
esta funcion de decaimiento no es sélo potencialmente utilizable a la distancia critica
de extension de la proboscis sino a distancias mucho mayores que dependeran del
tamafio y de la temperatura de la fuente. No olvidemos que una mano puede ser
percibida desde mas de 1 m y una cara desde mas de 2,5 m.

Como hemos indicado en Siete. El papel de las antenas en la orientacion
térmica y en este mismo capitulo, las vinchucas, intactas o antenectomizadas

unilateralmente, extienden la proboscis a una distancia de 1,5 cm de la fuente. En la
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Figura Nueve-2 se puede observar que en esa region se produce un gran incremento

de la energia caldrica el insecto podria percibir a medida que se aproxima a la fuente.

Un mecanismo alternativo. ;Espectroscopia IR?

Una posibilidad adicional de reconocer a un hospedador sélo a través de su
temperatura es por medio del analisis del espectro de energia radiante (infrarrojo
lejano y medio), en una manera muy similar a como funcionan los termémetros de
infrarrojo (IR) modernos. Para esto, seria necesario comparar la energia radiante
recibida en por lo menos dos regiones no superpuestas del espectro y asi inferir la
forma de la curva de emisién. Dado que cuerpos a diferente temperatura difieren en la
distribucidn de su energia (ver Anexo I. Algunos conceptos sobre la fisica del calor),
la medida de la longitud de onda de la radiacién emitida permitiria una estimacion de
la temperatura.

Para poder llevar a cabo esta tarea son necesarias dos capacidades: absorber
energia radiante de distintos intervalos de longitudes de onda y discriminar entre
zonas ligeramente diferentes del espectro. Asi, si un dado espectro se corresponde con
una fuente a 32°40°C (el intervalo determinado por las temperaturas de la superficie
de la piel humana y el cuerpo de las aves) esta estimulacion se podria asumir como
proveniente de un hospedador de sangre caliente.

Un pnmer requenmiento es que los insectos cuenten con un receptor de IR que,
por definicion, es diferente de un termorreceptor clasico. De acuerdo con Evans
(1966a), l1a diferencia entre un receptor de temperatura clasico y un receptor de IR
radica en que, aunque los dos absorben energia calorica, el receptor de IR es selectivo
para la recepcion de energia radiante en un intervalo particular del espectro
electromagnético —i.e. es sensible a un intervalo estrecho de longitudes de onda-.

La presencia de un receptor IR brindaria una ventaja adicional en insectos que
basan la busqueda de alimento en el calor emanado y es que el tiempo de respuesta de
un receptor IR podria ser mucho menor que el de un termorreceptor clasico si el
mecanismo de transduccidn se basara en un sistema similar al visual, i.e. en la
fotoconversion de pigmentos.

Sin embargo, en la actualidad se acepta que la recepcion de calor radiante no
requiere necesariamente la presencia de fotopigmentos y, de hecho, en los animales en

que se han descrito este tipo de termorreceptores (serpientes y el coledptero
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Melanophila acuminata) los pigmentos no parecen estar presentes. Aparentemente,
para el uso de la calve IR resulta suficiente poseer estructuras sensoriales capaces de
transducir la energia caldnica absorbida en forma de radiacion en impulsos eléctricos a
través del simple calentamiento local de alguna estructura.

En las serpientes el mecanismo de transduccion parece estar relacionado con
cambios en la membrana de las fosetas termosensibles que incrementan su
temperatura (Hartline, 1974). En el caso de Melanophila acuminata, los receptores IR
parecen derivar de mecanorreceptores (y actuar, de alguna manera como
mecanorreceptores) que modificarian su volumen al absorber calor (Vondran et al.
1995) (ver TRES. Las antenas de Triatoma infestans: los receptores sensoriales en
insectos).

Estas dos opciones han generado posiciones encontradas respecto al
funcionamiento de los receptores IR pero finalmente, la vieja controversia entre los
que sefialaban que recepcion IR implicaba necesariamente fototransduccion (e.g.,
Loftus, 1981) y aquellos que sostenian la posibilidad de otros mecanismos (e.g.,
Hartline, 1974) terminé resolviéndose a favor de los ultimos.

En este contexto, merece ser sefialada la contribucion de P. Callahan (1965a),
quien analizo las propiedades dieléctricas de la cuticula y demostrd que los 6rganos
sensoriales de los insectos estan fisicamente capacitados para absorber radiacion IR.
Sin embargo, Callahan se interes6 mas en la vinculacion de estas observaciones con la
extraordinaria capacidad de algunos insectos de seguir rastros de olor desde grandes
distancias, mas que en la termorrecepcion.

Volviendo a las vinchucas, como ya mencionamos, estudios preliminares
realizados sobre la capacidad de absorcion de la radiacion IR de las antenas de T.
infestans mostraron que el material cuticular es capaz de absorber radiacién en una
zona del espectro que coincide con la ventana atmosférica al IR (entre 3 y 5 p y entre
8 y 12 w) asi como con la emision de vertebrados endotermos: un cuerpo térmico a
32°C emite en un intervalo de longitudes de onda de 4 a 20 p (Lazzan y Nuiez,
1989). Esta capacidad indica que, en principio, la radiacion IR es capaz de atravesar la

cuticula, un requerimiento para que alcance un potencial receptor de IR.



















































	Portada
	Resumen
	Abstract
	Índice
	Agradecimientos
	UNO. El modelo experimental
	Dos. Algunos aspectos del comportamiento de los triatominos
	TRES. Las antenas de Triatoma infestans
	CUATRO. El enfoque experimental y las manipulaciones
	CINCO. El papel de los receptores antenales en el sentido térmico
	SEIS. El papel de las antenas en la orientación térmica
	SIETE. Los movimientos antenales frente a una fuente térmica
	OCHO. Los movimientos antenales y la evaluación del tamaño de una fuente térmica
	NUEVE. Un mecanismo para el reconocimiento de una fuente térmica
	DIEZ. Bibliografía
	Anexo I. Algunos conceptos sobre la física del calor

