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Orientación al hospedador en la vinchuca Triatoma infestans

(Heteroptera: Reduviidae): Claves sensoriales responsables

Tesis Doctoral de Romina B. Barrozo

Dirigida por Claudio R. Lazzari

Resumen

Se analizó la orientación de larvas de Triatoma infestans a varias señales relacionadas con sus
hospedadores. A distancias cortas, el vapor de agua resultó ser atractivo para las vinchucas.
Además, la humedad incrementó significativamente la respuesta de estos insectos a estímulos
térmicos. No obstante, la humedad de una corriente de aire no afectó el comportamiento
anemotáctico positivo espontáneo de esta especie. La respuesta anemotáctica no fue
influenciada por el equilibrio hídrico de los insectos. Con respecto a las señales olfativas, las
larvas de T. ínfestans se orientaron siguiendo corrientes de aire enriquecidas con dióxido de
carbono, situándose el umbral comportamental entre 300 y 400 ppm sobre el fondo de C02
del ambiente. La precisión de la respuesta orientada hacia el dióxido de carbono se
incrementó con el aumento en la intensidad del estímulo. Notablemente, los insectos no
cambiaron su umbral de sensibilidad al dióxido de carbono con el tiempo de inanición. La
atracción por el dióxido de carbono dependió del momento del dia. Es decir, estos insectos
nocturnos sólo se orientaron hacia corrientes de aire cargadas con dióxido de carbono durante
las primeras horas de la noche. La persistencia del ritmo en condiciones de oscuridad
constante reveló la existencia de un control endógeno de este comportamiento. La respuesta
de los insectos fue afectada por la estructura temporal de la pluma de olor transportadora de
C02 de maneras diferentes, dependiendo de la frecuencia de pulsos de la corriente de aire
ofrecida. Los insectos mostraron respuestas al ácido L-láctico, l-octen-3-ol y ácidos grasos de
cadena corta de manera dosis-dependiente a nivel sensorial, tal como revelaron los
electroantennogramas (EAGs). Al nivel comportamental, las chinches mostraron una
orientación positiva a corrientes de aire cargadas con l-octen-3-ol. Esta respuesta no se
modificó por la adición de dióxido de carbono. El L-ácido láctico no evocó respuestas
orientadas cuando se presentó como un estímulo único, para una gama amplia de
concentraciones. Sin embargo, un marcado sinergismo se hizo evidente cuando el L-ácido
láctico se combinó con el dióxido carbono a una concentración subumbral. En esta condición,
el umbral de respuesta al dióxido carbono disminuyó a valores de 75-150 ppm sobre el fondo
ambiental de C02. Aunque los ácidos grasos de cadena corta no evocaron una respuesta en los
insectos al ser ofrecidos como estímulos únicos, éstos interactuaron de forma sinérgica con el
L- ácido láctico. Una mezcla de ácidos grasos, ácido L-láctico y C02 mostró ser capaz de
atraer a las vinchucas bichos de manera similar que un hOSpedadorvivo.

Palabras Clave

Triaroma infestans, orientación, vapor de agua, dióxido de carbono, olores del
hospedador, electrofisiología.



Orientation to the host in the haematophagous bug Triatoma

infestans (Heteroptera: Reduviidae): Related cues

Dissertation by Romina B. Barrozo

Supervised by Claudio R. Lazzari

Abstract

The orientation of larvae of Triatoma infestans to several host-related cues was analysed. At
short distances, water vapour revealed as attractive for T. infestans. Besides, the humidity
improved significantly the response of these bugs to thennal stimulation. Nevertheless, the
humidity content of an airstream did not affect the spontaneous positive anemotactic
behaviour of this species. The anemotactic behaviour was also not influenced by the water
balance of the bugs. Regarding olfactory cues, T. infestans oriented towards airstreams
enriched with carbon dioxide, laying the behavioural threshold response between 300 and 400
ppm above the ambient C02 background. The accuracy of the oriented response to carbon
dioxide increased with the stimulus intensity. Remarkably, insects did not change their
sensitivity threshold to carbon dioxide with the starvation time. The attractiveness to carbon
dioxide depended on the time of the day, i.e., these nocturnal bugs only oriented towards
carbon dioxide-loaded airstreams during the first hours of the night. The persistence of the
rhythm under constant darkness revealed the existence of an endogenous control of this
behaviour. The response of the insects showed to be affected by the temporal structure of the
odour plume can-ying C02 in different ways, depending on the frequency of pulses of the
offered airstream. Bugs showed sensory responses to L-lactic acid, l-octen-3-ol and short­
chain fatty acids in dose-dependent manner, as revealed by electroantennograms (EAGs). At
the behavioural level, the bugs showed positive orientation to airstreams loaded with l-octen­
3-ol. This response was not modified by the addition of carbon dioxide. L-Lactic acid did not
evoke oriented responses when presented as a single stimulus in a wide range of
concentrations. However, a marked synergism was evident when L-lactic acid was combined
with carbon dioxide at a sub-threshold concentration. Under this condition, the threshold
response to carbon dioxide decreased to 75-150 ppm above ambient C02 background.
Although short-chain fatty acids as single stimulus did not evoke attraction for bugs, they
interacted synergistically with L-lactic acid. A blend mixture of fatty acids, L-lactic acid and
C02 showed to attract these bugs in a similar way than a live host.

Keywords

Triatoma infestans, orientation, water vapour, carbon dioxide, host-associated cues,
electrophisiology.
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INTRODUCCIÓN GENERAL

Los seres vivos se encuentran inmersos en un ambiente sujeto a cambios

continuos, del cual obtienen información que utilizan para desempeñar diversas

actividades vitales, de manera tal que su adaptación al medio sea óptima. Para ello, es

imprescindible la existencia de un flujo y transmisión de información, que involucre

la interacción entre unafuente (o emisor) y un receptor. Entre ambos existirá un canal

de transmisión o movimiento de energía o material desde la fuente emisora al

receptor. En el campo de la Biología, un receptor será un organismo, mientras que una

fuente puede ser el medio ambiente u otro organismo de la misma especie o de otra.

Por último, el canal de transmisión incluirá agentes físicos que transporten la

información, i.e., los estímulos. Para que la transmisión de la información sea exitosa,

el receptor debe ser capaz de reconocer las señales (estímulos con un significado

adaptativo) relevantes para su supervivencia y poder llevar a cabo aquellas acciones

apropiadas para ese estado particular del medio ambiente asociado a dicha señal
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(Dusenbery, 1992). La detección de una señal por el receptor dependerá de varios

aspectos, tales como la intensidad de la señal transmitida por el emisor y el grado de

atenuación por el ambiente durante el recorrido entre el emisor y el receptor.

Asimismo, estará determinada por el umbral de sensibilidad del receptor y del sistema

de procesamiento de la señal en el receptor.

Existen distintos tipos de señales que los organismos utilizan para

intercambiar información, entre las que se encuentran las químicas, aquellas que

involucran variables fisicas (como la luz, vibraciones, campo eléctrico o magnético,

presión, calor, etc.) y otras como el contenido de vapor de agua del aire. Tales señales

pueden ser captadas por diversos órganos sensoriales especializados en detectar

dichas claves.

Comunicación entre organismos

Los organismos viven en un mundo complejo y abundante de señales químicas

y fisicas que utilizan para la comunicación. Los estímulos químicos se encuentran

entre las señales más relevantes para llevar a cabo actividades cruciales para la

supervivencia, tales como la búsqueda de alimento, de pareja sexual, de sitios de

oviposición, etc. Las señales químicas que median tanto procesos fisiológicos como

comportarnentales han sido agrupadas, para una mejor comprensión de su

funcionalidad biológica y evolución, de acuerdo al beneficio conferido durante la

transferencia de información. De acuerdo a Dicke y Sabelis (1988) un semioquímico

es una sustancia química que transporta información de un organismo a otro de la

misma o de diferente especie. Los diferentes semioquímicos pueden ser agrupados

dentro de dos categorías: feromonas y aleloquímicos. Las feromonas son señales

químicas que median interacciones entre individuos de la misma especie, pudiendo
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ser beneficiado el receptor, el emisor o ambos. Dentro de esta categoría encontrarnos

una gran diversidad de sustancias que se clasifican de acuerdo a su función, en la que

se incluyen feromonas sexuales, de agregación, de alarma, de marcado de sendero,

etc. Por su parte, los aleloquímicos median interacciones interespecíficas, que pueden

resultar más o menos favorables para el emisor o para el receptor. Si la señal evoca

una respuesta más ventajosa para el emisor que para el receptor, la sustancia es

designada como alomona. Si la respuesta evocada es adaptativamente más ventajosa

para el receptor, pero menos para el emisor, la sustancia es clasificada como una

kairomona. Si tanto el emisor como el receptor se benefician de igual manera, la

sustancia se designa como una sinomona. En tanto que la evaluación de las ventajas o

desventajas que un comportamiento mediado por una sustancia química le otorga a un

individuo se toma dificil y subjetiva, la categorización de dichas sustancias definida

por la ventaja adaptativa que confieren a cada uno de los miembros de un par o grupo

interactuante puede ser una tarea muy dificultosa y muchas veces altamente

especulativa. Una correcta consideración de la funcionalidad y valor adaptativo de un

aleloquímico requiere de un profundo conocimiento de su actividad biológica y del

contexto comportamental en que es relevante.

Recepción sensorial en insectos

Los animales adquieren la información del medio que los rodea a través de

órganos sensoriales. La unidad estructural y funcional básica de recepción sensorial

en los insectos es la sensilia (Chapman, 1998). Las sensilias se pueden encontrar en

cualquier parte del cuerpo de un insecto, aunque se concentran especialmente en los

apéndices, generalmente en las patas, los cercos del abdomen, los palpos de la cabeza

y especialmente en las antenas, donde se pueden encontrar habitualmente en grandes
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densidades. Los diferentes tipos de sensilias de diversas modalidades (mecano,

quimio y termo-higrorreceptoras) se caracterizan por una porción cuticular, que varía

ampliamente en cuanto a su forma y dimensiones, asociada a una o más células

receptoras o sensoriales.

Existen diversos tipos morfológicos de sensilias, entre los cuales se pueden

mencionar a las tricoídeas, basicónicas, placoideas, celocónicas, quéticas,

tricobrorrias y campam'formes. En algunos casos, la forma se encuentra en estrecha

relación con la función que cumplen, aunque la mayor utilidad de esta distinción es la

posibilidad de reconocer un tipo particular de receptor a través de una exploración

visual de la sensilia. Sin embargo, la correspondencia unívoca entre morfología

externa y función no siempre es posible.

I Quimiorreceptores

La estimulación con sustancias químicas involucra los sentidos del olfato

(olfación) y la quimiorrecepción de contacto (anteriormente llamada “gusto”). La

olfación implica la habilidad de detectar compuestos en estado gaseoso o volátiles. La

quimiorrecepción de contacto se relaciona con la detección de compuestos en solución

o en estado líquido, incluso sustancias presentes en superficies secas (revisión de

Morita y Shiraishi, 1985).

Las sensilias olfativas se caracterizan por poseer una pared cuticular con

numerosos poros pequeños que permiten la entrada de las moléculas químicas. Estas

sensilias se localizan principalmente en las antenas de los insectos, aunque en algunos

casos pueden encontrarse también en las maxilas y los palpos labiales. En las

dendritas de las ce'lulas sensoriales de los quimiorreceptores pueden reconocerse dos

regiones, separadas por la sección ciliar: un segmento dendrítico interno cerca del
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soma celular y un segmento dendrítico externo que se extiende dentro de la cavidad

de la sensilía. El lumen de la sensilia está lleno de una linfa receptora de diferente

composición a la hemolinfa del cuerpo o de otras cavidades (Kaissling y Thorson,

1980; Chapman, 1998), que baña a las dendritas externas. Las células sensoriales, a su

vez, están rodeadas por células accesorias o auxiliares (i.e., células tricógena,

tormógena y tecógena). Estas células auxiliares y el soma de la célula receptora se

encuentran inmersas en el epitelio, en donde uniones estrechas entre ellas separan

eléctricamente al espacio linfático de cada sensilia (que contiene al segmento

dendrítico externo) del hemocele. Además de una función nutricional, las células

auxiliares regulan la composición de la linfa receptora, manteniendo un potencial

transepitelial gracias a la acción de una bomba electrogénica de potasio (Thurm, 1974;

Kaissling, 1987; Kaissling y Thorson, 1980). A partir del soma de cada célula

receptora se extiende un axón que se dirige hacia un centro de integración nerviosa en

el sistema nervioso central. Cuando una célula sensorial recibe el estímulo adecuado,

se desencadena un proceso de transduccíón intracelular de segundos mensajeros

(Ziegelberger et aL, 1990; Kaissling y Boeckhoff, 1993). Esto conduce a un

incremento de la conductancia iónica de la membrana celular dendrítica y a su

despolarización, dando lugar a un potencial receptor. Este potencial se propaga

electrotónicamente hasta el soma de la célula sensorial, y, si la señal es de una

magnitud suficiente, se dispara un potencial de acción.

Los quimiorreceptores de contacto se caracterizan por la presencia de un único

poro en o cerca del extremo de la sensilia, por lo que son llamadas uniporosas. Las

células receptoras en estas sensilias son similares a las olfativas. Los axones terminan

en el ganglio del segmento del cuerpo donde se encuentra este receptor. Los
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quimiorreceptores de contacto están presentes en todas las partes del cuerpo, aunque

en mayor proporción en el labro, la maxila y el labio.

I Mecanorreceprores

Los mecanorreceptores detectan distorsiones mecánicas del receptor,

resultantes de desplazamientos de porciones de cutícula que lo rodean. Estos

desplazamientos pueden ser producidos, por ejemplo, al tocar un objeto, por

movimientos de la masa de aire, por vibraciones del sustrato, por deformación

mecánica debida a presión o gravedad, por distensión, etc. Aquellos que son sensibles

a estímulos internos (e.g., distensión de los órganos internos) son llamados

propioceptores y los que responden a estímulos externos (e.g., sonido) son los

exteroceptores (Chapman, 1998).

En cuanto a su morfología, se distinguen principalmente dos clases de

mecanorreceptores: aquellos derivados de un pelo cuticular, e.g. tricobotrías, y los

órganos escolopidiales o cordotonales, e.g. tímpanos o el órgano de Johnston.

I Termo-higrorreceptores

En su forma más usual, las células sensibles al vapor de agua y al calor se

encuentran juntas, asociadas a una misma sensilia. Estas células se localizan en el

interior de una sensilia de tipo basicónica o celocónica sin poros en su superficie

(Steinbrecht, 1998). También pueden encontrarse asociadas a un mecanorreceptor o a

una sensilia olfativa. Generalmente, se encuentran en forma de tríadas de células

receptoras, de las cuales una exhibe sensibilidad sólo a cambios negativos de

temperatura y las otras dos son sensibles a cambios negativos y positivos en la

humedad relativa, respectivamente, formado una tríada termo-fhigro-sensible (Loftus,
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1976). Si bien dicha estructura se encuentra en la mayoría de los insectos, el número

de células receptoras puede variar de l a 5 (Altner y Loftus, 1985). Al igual que los

quimio- y los mecanorreceptores, las sensilias termo-higrorreceptoras presentan tres

células auxiliares rodeando a las células receptoras y delimitando la cavidad de la

linfa de la sensilia con su membrana apical. En general, el par de células

higrorreceptoras muestra respuestas antagónicas, i.e., mientras una célula incrementa

su frecuencia de disparo con el aumento de la humedad relativa, la otra lo hace frente

a una disminución del mismo estímulo. Los termorreceptores responden a caídas en

los valores de temperatura, aumentando su frecuencia de disparo.

' El registro de Ia recepción sensorial

La actividad de las células sensoriales en respuesta a diferentes estímulos

(mecánicos, químicos o fisicos) se puede registrar principalmente a través de la

utilización de dos técnicas electrofisiológicas: el registro de sensilia única y el

electroantenograma. Este tipo de registros es posible gracias a que las sensilias pueden

formar arreglos densos constituyendo un epitelio sensorial, en el que se encuentran

eléctricamente aisladas entre sí (Kaissling, 1995). La resistencia eléctrica entre los

espacios linfáticos extraepiteliales de sensilias vecinas es del orden de los 100 MQ.

De éste modo, en el caso de registros de sensilia única, es posible realizar registros

extracelulares del potencial receptor y de los impulsos nerviosos de células sensoriales

únicas con poca interferencia de las células receptoras de sensilias vecinas (Kaissling,

1995).

Al registrar simultáneamente la suma de potenciales receptores de varias

sensilias de manera extracelular, se consigue un electroantegrama (EAG). En este tipo

de registros, o bien ambos electrodos se encuentran en contacto con la hemolinfa de la



Romina B. Barraza Introducción general

antena, i.e., uno en cada extremo cortado de la misma, o se coloca el electrodo de

registro en el extremo apical de la antena y el de referencia en contacto con la

hemolinfa en otra región del cuerpo (e.g. la cabeza). Un EAG es el resultado de la

suma de corrientes receptoras extracelulares originadas simultáneamente en varias

sensilias. Es generalmente aceptado que el electrodo ubicado en la región distal de la

antena (i.e., punta de la antena) ante una estimulación de los receptores antenales se

carga negativamente. Esto se debe, probablemente, a la orientación morfológica de los

componentes subcutilares de las sensilias. El espacio linfático de la sensilia junto con

la región del soma de las células sensoriales generarían un pequeño dipolo

transepitelial con su polo negativo dirigido hacia al extremo distal de la antena.

Debido a la baja resistencia de la hemolinfa, cada dipolo contribuye con una pequeña

diferencia de potencial al EAG (Kaissling, 1995).

Esta técnica es de gran utilidad cuando se quiere identificar, de una serie de

estímulos olfativos o claves de diversa índole (calor, humedad, vibraciones, etc.),

aquellos que puedan ser detectados por los insectos. En el caso en el que se desee

probar el efecto de distintas sustancias químicas en algún comportamiento particular

de algún insecto, es interesante poder realizar con anterioridad una prueba de este tipo

para identificar posibles candidatos capaces de ser detectados por las antenas de la

especie bajo estudio. Así, si un compuesto no evocara ningún cambio en el EAG, no

tendría sentido realizar otro tipo de estudio más complejo que lo involucre, ya que ese

compuesto no contaría con receptores en la antena que lo detecten. El EAG es una

técnica ampliamente utilizada, sencilla y rápida que puede ser implementada incluso

en el campo (Koch et aI., 2002).
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Mecanismos de orientación

Una vez que un estímulo es detectado por un organismo, puede ser utilizado

como guía para alcanzar la “meta” deseada. Dependiendo de las características del

estímulo y de la organización del sistema sensorial, las estrategias de los organismos

en su aproximación a una fuente pueden ser diversas (Kennedy, 1977). Los

mecanismos que guían a los individuos hacia un objetivo se agrupan en kinesis y

taxias. Las kinesis comprenden aquellos mecanismos en los que la respuesta del

individuo depende de la intensidad, pero no de la dirección del estímulo. Se destacan

dos tipos de kinesis, la ortokinesis y la klinokinesis. En la primera, la intensidad del

estímulo ejerce un efecto modulador sobre la actividad locomotora, es decir, sobre la

velocidad de desplazamiento. En la klinokinesis, la frecuencia o tendencia de giro

durante el desplazamiento es modulada por la intensidad del estímulo.

Por su parte, las taxias comprenden aquellos mecanismos de orientación en los

que la respuesta de los individuos depende de la dirección del estímulo. Así, para

determinar la posición de la fuente de estimulación, los individuos pueden integrar

información espacial comparando las entradas a través de órganos sensoriales

bilaterales (tropotaxis) o de diferentes partes de un mismo órgano (telotaxis), o

integrar información temporal, esto es, comparando la estimulación de un receptor en

dos momentos diferentes (klinolaxis). Un tipo particular de respuesta orientada es la

menotaxis, la cual se caracteriza por el hecho de que los individuos se desplazan

manteniendo un ángulo determinado respecto a la dirección de una fuente, que no

constituye en sí misma la meta, pero que sirve de referencia. El ejemplo clásico lo

constituyen los animales que mantienen una dirección fija de desplazamiento respecto

de la posición del sol o la luna. De ese modo, establecen una referencia espacial para

mantener una trayectoria rectilínea. Las taxias pueden ser agrupadas, también, de
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acuerdo a la modalidad del estímulo involucrado. Por ejemplo, la quimiotaxis,

termotaxis y fototaxis, agrupan a las respuestas direccionales guiadas por señales

químicas, térmicas y lumínicas, respectivamente. El término anemotaxis, por su parte,

se refiere a la respuesta de orientación positiva o “de cara” a corrientes de aire. Dado

que las corrientes de aire pueden funcionar como vehículos transportadores de olores

desde la fuente de origen hacia la posición del insecto, los estímulos odoríferos

pueden sensibilizar a los organismos desencadenando una anemotaxis condicionada

por olor.

Sin embargo, es preciso ser cauteloso al asignar un mecanismo particular de

orientación a una respuesta frente a un estímulo dado. La mayoría de los organismos

son capaces de emplear más de una de estas estrategias de forma combinada,

dependiendo de las circunstancias y del contexto (Bell et al., 1995; Dusenbery, 1992).

Así, los intentos de asignar una estrategia particular a un comportamiento de

orientación específico pueden llevar a contradicciones y cierto grado de confusión.

Comportamiento de búsqueda de unafuente de alimento en insectos hematófagos

Los insectos que se alimentan de sangre han desarrollado una serie de

estrategias particulares asociadas a ese modo de vida. La hematofagia requiere

diversas adaptaciones fisiológicas y comportamentales para la localización y

explotación de fuentes de alimento. El proceso de búsqueda de alimento requiere de la

integración de factores internos (motivación) y externos (claves sensoriales), siendo

ambos necesarios para generar un comportamiento de búsqueda. La búsqueda de un

hospedador puede ser dividida en tres etapas o fases según ha sido señalado por varios

autores (Sutcliffe, 1986; 1987; Lehane, 1991):
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I Búsgueda apetitiva. Esta etapa es guiada por el hambre del insecto y por

ritmos diarios de motivación alimenticia. A medida que la necesidad por alimento

aumenta, un insecto se encuentra más sensible a ciertos estímulos. Esta fase

incrementaría las posibilidades de que un insecto se ponga en contacto con señales

provenientes de un hospedador. Aunque durante este período los animales

desplegarían un comportamiento no orientado o azaroso, también podrían permanecer

quietos hasta percibir en el ambiente una señal relacionada con la fuente de alimento.

La última opción, aunque dependiente de una estimulación fortuita, puede ser

ventajosa en aquellos insectos capaces de elegir adecuadamente sus refugios o sitios

de reposo, o que viven en las cercanías de sus hospedadores.

I Activación y orientación. Una vez que el insecto recibe un estímulo, se

desencadenan los comportamientos de reconocimiento y localización de la fuente

emisora. Una vez recibida la señal proveniente del hospedador, el insecto puede

modificar su estado de alerta, cambiando su actividad general o sólo permanecer más

atento a la aparición de otras señales. Una segunda estimulación podría entonces

desencadenar un comportamiento de orientación hacia la fuente. Para orientarse hacia

una fuente de alimento, el insecto podría utilizar una o más de una señal proveniente

del hospedador, como información confiable. Esta etapa ha sido asociada con la

búsqueda a “mediana” y “larga distancia”, en donde las claves químicas

desempeñarían un papel importante.

l Atracción. El insecto ha localizado espacialmente su fuente de alimento,

gracias a las diferentes claves emitidas por el hospedador. Esta es la etapa de

aproximación final, donde el insecto tomará la decisión final de contactar o no al

hospedador. En este caso, esta fase ha sido asociada con la orientación a “corta

distancia”, en donde claves como la visión, el calor y posiblemente también la
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humedad emitidas por los hospedadores vertebrados tendrían preponderancia sobre

otras claves.

' Claves sensoriales asociadas a la búsqueda de alimento

Los hospedadores vertebrados liberan al ambiente una gran diversidad de

señales que potencialmente podrían ser utilizadas por los artrópodos hematófagos

como claves en la orientación. Entre ellas se pueden mencionar una gran diversidad

de sustancias químicas, el calor, el vapor de agua o incluso claves visuales, como

contraste y movimiento.

La piel humana es fuente de origen de una gran de diversidad de compuestos

químicos (Bemier et aL, 2000) que potencialmente podrían ser utilizados por los

insectos hematófagos como claves de orientación espacial (kairomonas). Las

emanaciones de la piel pueden ser productos de secreción de las glándulas de la

epidermis o del metabolismo de la microflora presente en ella. Las secreciones

glandulares solubles en agua son producidas principalmente en las glándulas ecrinas,

y los productos grasos en las glándulas sebáceas y apócrinas. Las secreciones de las

glándulas apócrinas contienen lípidos, proteinas, amonio, esteroides, azúcares

reducidos y ácidos grasos de cadena corta (Braks e! aL, 1999). Las glándulas ecrinas

están presentes en toda la superficie del cuerpo y son particularmente abundantes en

las palmas de las manos y pies. La actividad secretora de estas glándulas se

incrementa con la temperatura corporal, ayudando a la pérdida de calor por

evaporación. La secreción consta principalmente de una solución acuosa de sales

inorgánicas y cantidades variables de proteínas, aminoácidos, ácido láctico, y urea

(metabolizado a amoniaco por acción bacteriana), de los cuales sólo el ácido láctico es

volátil (Braks et aL, 1999). Por otro lado, el sebo producido por las glándulas
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sebáceas lubrica y protege la piel. El mismo consiste de lípidos (triglicéridos, ceras y

escualeno), que en la superficie de la piel son objeto de descomposición por

microorganismos (Marples, 1969; Anthony et al., 1992). La hidrólisis de los

triglicéridos da lugar a los ácidos grasos de cadena larga, cuya composición y

proporción varía ampliamente entre los diferentes seres humanos y de acuerdo al

metabolismo de la microflora presente. Los ácidos grasos de cadena larga están

compuestos por ácidos palmítico, linoleico, murístico, esteárico y oleico, entre otros

(Nicolaides, 1974). Los microorganismos cobran una gran importancia en cuanto a los

productos que metabolizan a partir de la producción de las glándulas, ya que le

otorgan a los vertebrados características químicas únicas (Nicolaides, 1974).

Entre los microorganismos se encuentran, principalmente, bacterias del género

Propionibacterium spp., responsables de transformar triglicéridos en ácidos grasos de

cadena larga y corta (Anthony et al., 1992). Las diferentes especies de bacterias

dominan diferentes áreas del cuerpo, dando lugar a los diferentes y característicos

olores en cada región corporal. Brevíbacterium epidermidis (perteneciente al grupo de

corineformes) es responsable de la producción de metanetiol y de ácido isovalérico,

componentes responsables del típico olor de los pies humanos (Marshall et al., 1988).

Según Knols y De Jong, (1996) los ácidos grasos podrían representar un grupo

confiable de kairomonas para los insectos hematófagos con particular utilidad en la

localización de un hospedador potencial. Un caso interesante lo constituye el queso

Limburger, el cual emite un olor que recuerda al olor presente en los pies humanos.

La semejanza entre los olores se debe a la acción de bacterias del mismo género en

ambos casos, siendo Brevibacterium Iinens la responsable del olor del queso y B.

epidermidis la del olor típico de los pies humanos. Las investigaciones han

demostrado que la microflora del queso y la de los pies son capaces de producir los

20



Romina B. Barraza Introducción general

mismos compuestos volátiles (Knols y Meijerink, 1997). Se ha visto que este olor

característico, constituido principalmente por ácidos grasos de cadena corta y larga

(desde ácido acético hasta ácido octadecanoico), resulta un estímulo sumamente

atractivo para los mosquitos Anopheles gambiae (De Jong y Knols, 1995, 1996; Knols

y Meijerink, 1997; Knols et aL, 1997).

El mosquito Aedes aegypli es atraído a combinaciones de ácidos grasos de

cadena corta (fórmico, acético, propiónico, ácidos valérico, caproico, heptanoico y

octanoico) y, en menor medida, a combinaciones de aquellos de cadena larga (Bosch

et aL, 2000). Se ha propuesto, a partir de este tipo de resultados, que esta especie de

mosquitos sería capaz de discriminar entre ácidos grasos de distinta longitud de

cadena.

Por otra parte, se han registrado en diferentes especies de mosquitos del

género Anopheles, respuestas electrofisiológicas al olor del sudor humano (Cork y

Park, 1996; Meijerink er aL, 2000). A través de registros del tipo de sensilia única se

han descripto células receptoras sensibles a sudor humano incubado a 37° en

condiciones aeróbicas (por 1-2 días), pero no a sudor fresco (Meijerink e! aI., 2001).

Aunque los estudios de comportamiento revelaron que muestras de sudor humano

frescas también pueden provocar atracción en A. gambiae, éstas se volverían

considerablemente más atractivas luego de incubarlas a 37°C (Braks et aL, 2001).

Según estos autores, las kairomonas presentes en las muestras frescas de sudor

humano se encontrarían “atenuadas” en calidad o cantidad, hecho que se revertiría al

incubarlas. Es probable que los microorganismos presentes en la piel conviertan

algunos compuestos del sudor en sustancias más volátiles y más atractivas para los

mosquitos (Braks et aL, 1999).
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Varios autores han registrado, en sensilias quimiorreceptoras de distintos

insectos hematófagos, respuestas a diferentes ácidos carboxílicos como los ácidos

acético, propiónico, isobutírico, butírico, isovalérico, valérico, caproico, heptanoico,

octanoico, nonanoico, decanoico, dodecanoico, tetradecanoico, hexadecanoíco; y

también a otros compuestos como l-octen-3-ol, L-ácido láctico, indol, geranil

acetona, 6-metil-5-hepten-2-ona, 3-metil-l-butanol, amoniaco, benzaldehído, etc.

(Knols et al., 1997; Dougherty et al., 1999; Meijerink y Van Loon, 1999; van der

Broek y den Otter, 1999, Park y Cork, 1999; Meijerink et al., 2001, Costantini et al.,

2001). Estos compuestos han sido identificados, entre otros centenares de sustancias,

tanto en emanaciones de la piel humana, como en la de diversos vertebrados (e.g.

perros, zorros, coyotes) (Preti e! al., 1976; Zeng, et al., 1991; Cork y Park, 1996;

Dougherty et al., 1999; Bemier, e! al., 2000; Meijerink et al., 2000).

Algunos componentes de la respiración de los vertebrados como el st,

hexanal, 2-heptenal, nonanal, benzaldehído y y valerolactona demostraron ser

estimulantes de receptores olfatorios en otros artrópodos hematófagos como la

garrapata Amnyomma variegatum (Steullet y Guerin, 1992; 1994). La acetona,

también presente en la respiración humana (Krotoszynsky et al., 1977), incrementa la

actividad de vuelo dirigido hacia la fuente emisora en la mosca Stomoxis calcitrans

cuando esta sustancia es agregada a una corriente de aire (Warnes y Finlayson, l985a;

Schofield era1., 1997). Por su parte, la mosca tse-tse Glossina morsitans mostró, de la

misma manera, orientación hacia una corriente enriquecida con acetona (Bursell,

1984). De la observación del comportamiento de estas moscas, Paynter y Brady

(1993) concluyeron que estos insectos probablemente combinen un mecanismo de

anemotaxis positiva con respuestas kinéticas durante la orientación a una fuente de

acetona.

22



Romina B. Barrozo Introducción general

En la orina de bovinos se han identificado varios compuestos fenólicos que

evocan respuestas electrofisiológicas e inducen atracción en diversas especies de

dípteros hematófagos en el laboratorio y en el campo (Saini, 1986; Hassanali et aL,

1986; Bursell el aL, 1988; van der Brock y den Otter, 1999; Park y Cork, 1999). El

amoniaco y la urea pueden encontrarse en abundantes cantidades en la orina de los

hospedadores. Estos compuestos forman parte también de los productos de excreción

de la piel (ver arriba) y de la exhalación respiratoria de los hospedadores (Larson el

aI., 1979). La urea presente en la superficie de la piel es rápidamente descompuesta en

amonio por la microflora presente en ella (Braks et aL, 1999). Por su parte, el

amoniaco ha demostrado ser una kairomona muy importante para los mosquitos

(Geier e! aL, 19993; Braks et aL, 2001).

Un componente muy importante entre los estímulos olfatorios implicados en la

búsqueda de un hospedador por un insecto hematófago es el dióxido de carbono.

Durante la exhalación de la respiración los organismos producen importantes

cantidades de C02, (ca. 45000 ppm), mientras que el nivel atmosférico es de

alrededor de 300 a 400 ppm. En la piel de los seres humanos existe una producción

activa de dióxido de carbono, aunque la cantidad liberada es relativamente baja (ca.

0,25% de lo producido por los pulmones; Frame et aL, 1972). Es generalmente

aceptado que el dióxido de carbono tiene un papel muy importante como activante y/o

atractante durante la localización de un hospedador por parte de la mayoría de los

artrópodos hematófagos (Lehane, 1991). A modo de ejemplo, podemos mencionar el

comportamiento de vuelo orientado que manifiesta el mosquito A. aegypn' frente a

corrientes de aire atmosférico enriquecidas con cantidades cercanas a 500 ppm de

C02 (i.e., anemotaxis positiva mediada por dióxido de carbono) (Geier et al., 1999a).

Eiras y Jepson (1991) demostraron que este mosquito aumenta su frecuencia de
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despegue al ser estimulado con al menos 800 ppm de C02 y que su actividad de vuelo

está positivamente correlacionada con la concentración de dióxido de carbono

ofrecida. Algo similar ha sido observado en la mosca S. calcitrans al estimularla con

niveles de 60-100 ppm de C02 sobre el nivel ambiental (Wames y Finlayson, l985a,

b; Schofield et al., 1997). Los receptores de dióxido de carbono de la foseta sensorial

del flagelo antena] de la mosca tse-tse G. palpalis presentan una respuesta al dióxido

de carbono dependiente de la dosis, mostrándose sensibles a partir de 300 ppm de C02

(Bogner, 1992). De la misma manera los receptores de las sensilias basicónicas en los

palpos maxilares de A. aegypti, responden al C02 con un umbral de recepción de 100

ppm (Kellog, 1970). Estos receptores serían capaces de detectar tanto incrementos

como decrementos de 50 ppm en la concentración de C02 en el aire (Grant et al.,

1995). Además, la sensibilidad de los receptores de A. aegypti sería independiente del

nivel de C02 de fondo o ambiental (Grant el al., 1995). Tanto los receptores de G.

palpalis como los de A. aegypti se comportan de forma fásico-tónica y parecen no

adaptarse frente a la estimulación continua. (Kellog, 1970; Bogner, 1992). Por su

parte, la garrapata Amblyomma variegalum mostró ser activada y atraída hacia una

fuente de C02 en experimentos de comportamiento realizados en un túnel de viento

(Steullet y Guerin, 1992).

Gillies y Wilkes (1972) demostraron que el conjunto de olores liberados por

un hospedador son percibidos por los mosquitos a distancias mayores que una fuente

de C02, sugiriendo que los olores emanados por un hospedador serían importantes en

la orientación a larga distancia. Según Wames y Finlayson (l985a) estos resultados

pueden explicarse por una diferencia en la tasa de difusión de C02 y los olores del

hospedador en la corriente de aire. Así, en una pluma de olor, el C02 decaería a

valores ambientales más rápidamente que otras señales químicas. Por otra parte, en
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ausencia de otras claves odoríferas provenientes del hospedador, el vuelo sostenido en

mosquitos sólo ocurre en presencia de pulsos intermitentes de dióxido de carbono

(Gillies, 1980). Así la estructura de la pluma de olor parece tener una influencia

directa sobre el vuelo de los mosquitos guiados por el C02 (Geier et al., 1999a;

Dekker et al. , 2001).

La importancia relativa del C02 como clave en la localización del hospedador

puede variar entre las distintas especies de hematófagos. Se ha propuesto que en

algunas especies de mosquitos el dióxido de carbono, presentado como único

estímulo, no desempeñaría un papel crucial en la orientación y atracción de estos

insectos (Takken er al., 1997; Mboera et al., 1998). Dado que el dióxido de carbono

no se traduce en una identidad específica de un hospedador, es probable que insectos

más especializados muestren menos dependencia a este compuesto que otros más

generalistas (Mboera y Takken, 1997). Las especies más oportunistas y zoofilicas

parecen ser más susceptibles a responder al dióxido de carbono que las especies más

antropofilicas (Costantini et al., 1996; Dekker y Takken, 1998). Sin embargo, éste

puede cobrar vital relevancia al combinarse con otras claves de olor (Costantini et al.,

1996). Así, el dióxido de carbono y los olores del hospedador tendrían un efecto

variable sobre el comportamiento según se los presente como compuestos únicos o

combinados. En muchos casos, la combinación de los mismos incrementa

considerablemente la respuesta comportamental de orientación hacia la fuente en los

insectos (Gillies, 1980).

Un tipo frecuente de interacción entre estímulos es aquella en que dos o más

señales o compuestos evocan por sí solos una respuesta leve o nula, aunque son

capaces de provocar una fuerte reacción en el animal al ser presentados

simultáneamente. Este fenómeno es conocido como sinergismo, y ocurre cuando los
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niveles de respuesta a determinados estímulos presentes de forma conjunta es superior

a la suma de los niveles de respuesta individuales. Por ejemplo, el ácido láctico,

componente mayoritario de la piel humana y también del aliento (Acree et al., 1968;

Smith et al., 1970; Bemier et al., 2000), es un atractante débil para diferentes especies

de mosquitos al ser presentado como estímulo único (Geier, et al., 1996; Braks, et al.,

2001). Sin embargo, en combinación con dióxido de carbono, la respuesta de

atracción aumenta a niveles muy superiores a aquellos observados cuando cada uno

de los compuestos es presentado en forma individual (Eiras y Jepson, 1991; Geier e!

al., l999a; Steib et al., 2001; Dekker e! al., 2002). En los mosquitos, también se ha

descripto que el ácido láctico es un sinergista esencial para el amoniaco. Este último

no es capaz de evocar una respuesta de atracción cuando se lo presenta solo, ni

cuando se ofrece en combinación con dióxido de carbono, pero sí cuando se lo

combina con ácido láctico (Geier et al., 1999b).

Otro compuesto con función kairomonal en diversos insectos hematófagos es

el l-octen-3-ol, el cual fue identificado por primera vez en los olores provenientes de

buey, aunque también está presente, en pequeñas cantidades, en el aliento y en el

sudor humano (Hall et al., 1984; Cork y Park, 1996). El l-octen-3-ol demostró ser un

potente atractante para la mosca tse-tse en experimentos realizados en túneles de

viento y en ensayos realizados utilizando trampas de captura en el campo (Vale y

Hall, 1985; Hall et al., 1984; Dranñeld et al., 1986; Paynter y Brady, 1993). Su poder

atractante se incrementa al combinarlo con olores de buey y mezclas de dióxido de

carbono y acetona (Vale y Hall, l984; Hall et al., 1984). En el caso de los mosquitos,

se ha demostrado para varias especies, que el l-octen-3-ol también interactúa en

forma sinérgica con el dióxido de carbono (Takken y Kline, 1989; Van Essen et al.,

1994) al igual que con la acetona (Takken et al., 1997). Por otro lado, los vapores de
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acetona también actuarían en forma sinérgica con el dióxido de carbono,

incrementando la captura de moscas tse-tse en trampas en el campo (Vale, 1980).

Es importante señalar en este punto que el reconocimiento ínequívoco de la

presencia de un hospedador puede asegurarse a través de la evaluación de múltiples

estímulos asociados al mismo. El hecho de responder a diferentes combinaciones de

estímulos podría permitirle a los insectos desarrollar un cierto grado de selección por

un hospedador particular, aún desde cierta distancia (Lehane, 1991). El dióxido de

carbono es un componente general liberado por todos los hospedadores potenciales,

que alertaría a los insectos de la presencia de una eventual fuente de alimento, aunque

por su ubicuidad no permitiría discriminar entre hospedadores. Por el contrario, otros

olores emanados por el cuerpo de un hospedador pueden ser, en cuanto a su

composición cualitativa y cuantitativa, característicos de una especie de hospedador

en particular. Un ejemplo de esta situación es el observado en el simúlido Simulium

euryadminiculum, que responde sólo a la secreción de la glándula uropígea de cierta

aves (Fallis y Smith, 1964). Otro caso de alta especificidad se encuentra, como se

mencionó anteriormente, en los mosquitos antropofilicos Anopheles gambiae, los

cuales pican específicamente en los pies y a su vez son atraídos por el queso

Limburger, en virtud de la mezcla de volátiles similares que emiten unos y el otro

(Knols y Meijerink, 1997). Es muy probable que muchos insectos discriminen los

hospedadores sobre la base de las diferentes proporciones de los distintos compuestos

de la mezcla compleja de volátiles que pueden ser emanadas por ellos.

El calor emanado por un hospedador vertebrado es generalmente considerado

como un estímulo relevante para los insectos hematófagos (Lehane, 1991). Dado que

la respuesta al calor ha sido estudiada con cierto detalle en triatomínos, este aspecto

será tratado más adelante. De la misma manera, la humedad o el vapor de agua
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liberada por los hospedadores podría desempeñar un papel importante en la atracción

de insectos hematófagos hacia su fuente de alimento. Se ha informado que el

mosquito A. aegypli es capaz de volar hacia corrientes de aire húmedas y calientes

cuando es mantenido en condiciones de privación de agua (Bar-Zeev el aI., 1977).

Según Brown (1951) la humedad podría actuar como atractante de esta especie de

mosquitos cuando la temperatura del aire alcanza determinados valores. Burgess

(1959), por su parte, sugirió que el comportamiento de prueba (probing) de A. aegypti

en respuesta al calor y a la humedad, depende de la presencia de un hospedador o del

incremento artificial de los niveles de dióxido de carbono en el aire. Además, Mboera

et al. (1998) han sugerido que el mosquito Culex quinquefasciatus utiliza el vapor de

agua como clave adicional para orientarse a distancia hacia un hospedador humano.

Sin embargo, se cuenta hasta el momento con poca información sobre la utilización de

esta clave por los insectos que se alimentan de sangre (Lehane, 1991).

Introducción al comportamiento de triatominos

Los insectos hematófagos pertenecientes a la subfamilia Triatominae

(Heteroptera: Reduviidae) son responsables de la transmisión del parásito flagelado

Trypanosoma cruzi, agente causante de la Enfermedad de Chagas. Se conocen

alrededor de 130 especies de triatominos en el Nuevo Mundo, y se ha señalado que al

menos la mitad de ellas han sido infectadas natural o experimentalmente con T. cruzi.

La enfermedad de Chagas es la parasitosis producida por este protozoario y constituye

uno de los problemas sanitarios más serios en Latinoamérica. Las estimaciones de la

Organización Mundial de la Salud indican que más de 16 millones de personas están

infectadas con el parásito y otros 90 millones se encuentran en riesgo de contraer la

infección en el Cono Sur (WHO, 1997). En Argentina, la Enfermedad de Chagas es la
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principal endemia y aproximadamente alrededor del 8% de la población está

infectada. Las especies de triatominos de mayor importancia epidemiológica son

aquellas que colonizan fácilmente las viviendas humanas, ocupando grietas y

hendiduras en las paredes y techos de las casas rurales. Las especies silvestres se

encuentran usualmente en nidos de aves o refugios de animales tales como

marsupiales, roedores y murciélagos (Carcarvallo, 1998). En particular, en la región

sur de Sudamérica, el principal vector de esta tripanosomiasis es la vinchuca Triatoma

infestans. Aunque esta especie se encuentra casi exclusivamente asociada a

construcciones humanas, se conocen poblaciones silvestres en el valle de

Cochabamba, Bolivia (Dujardin et aI., 1987; Bermudez et al., 1993). Debido a la

ausencia de una vacuna, el control de la enfermedad de Chagas se basa principalmente

en la eliminación de las poblaciones de los vectores domésticos (WHO, 1997). Por lo

tanto, el estudio de la biología de los triatominos adquiere vital importancia para el

control de la transmisión de la enfermedad. En la actualidad, la detección de las

vinchucas en el campo se basa en la inspección manual con la ayuda de desalojantes

químicos y en la utilización de dispositivos o sensores que ofrecen refugio a los

insectos (Schofield, 1994; Gürtler et aI., 1999). Estos dispositivos están diseñados

para detectar alguna señal de la presencia de vinchucas, como ser excrementos,

exhuvias o huevos. Si tales indicadores revelan la presencia de vinchucas, se procede

a la fumigación de las viviendas.

Durante las horas del día las vinchucas desarrollan poca actividad y suele

encontrárselas en un estado de inmovilidad o akinesis en el interior de sus refugios.

Los insectos permanecen de esta manera agregados, en estrecho contacto con el

sustrato y con otros miembros de la población (tigmotaxis), en grietas y sobre

superficies rugosas que ofrece el tipo de viviendas mencionadas. Este comportamiento
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permite a estos insectos evitar depredadores potenciales (hombre, roedores, aves,

diversos artrópodos, etc.). En la localización de los refugios se ha sugerido que las

heces de las vinchucas, depositadas en los accesos a los refugios mediante un

comportamiento estereotipado, servirían como una clave de orientación hacia ellos

(Lorenzo y Lazzari, 1996). Esto está sustentado por la demostración de la existencia

de una señal de agregación en las heces de varias especies de triatominos (Lorenzo

Figueiras er aL, 1994; Lorenzo Figueiras y Lazzari, l998a). Por otro lado, se ha

identificado la existencia de una segunda feromona de agregación, presente en la

cutícula de varias especies de vinchucas y que los insectos depositan como huellas

químicas al caminar sobre un sustrato. Este factor induce el arrestamiento de

conespecíficos (Lorenzo Figueiras y Lazzari, l998b), de modo que las vinchucas

utilizarían una feromona originada en los excrementos para la aproximación hacia un

refugio y huellas químicas de contacto como señal que induciría a los insectos a

permanecer en el interior de los refugios. Además de las señales químicas de

comunicación, se ha demostrado que otros factores ambientales, tales como la

temperatura y la humedad relativa en el interior de los refugios, juegan un papel

importante en la selección de los mismos (Lorenzo y Lazzari, 1999). Estas claves son

también utilizadas por las vinchucas durante la elección de sitios para oviponer,

permanecer y eclosionar (Lazzari, 1991; Roca y Lazzari, 1994).

Durante la noche las vinchucas despliegan la mayor parte de su actividad, es

decir, se dedican a la búsqueda de alimento, pareja, oviposición y localización de

refugio (Núñez, 1987; Lazzari, 1992; Lorenzo y Lazzari, 1998). Esta distribución de

las diferentes actividades en ventanas temporales que presenta T. infestans, está

asociada con un ritmo diario de actividad locomotora espontánea con dos

componentes principales: uno al comienzo de la escotofase y el otro hacia el final de
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éste período (Lazzari, 1992). Cada uno de estos picos de actividad ha sido relacionado

con la búsqueda de alimento y de refugio respectivamente (Lazzari, 1992; Lorenzo y

Lazzari, 1998).

' Claves sensoriales asociadas ala búsqueda de alimento en Iriatominos

Las vinchucas son animales hematófagos obligados y conviven en estrecha

relación con sus hospedadores, en su mayoría vertebrados endotermos. Para la

localización en el espacio de la fuente de alimento, las vinchucas utilizan claves

sensoriales de diversas modalidades (Núñez, 1982; Lazzari, 1990; Flores y Lazzari,

1996; Taneja y Guerin, 1995, 1997; Guerenstein y Guerin, 2001), como ser las

distintas claves químicas emanadas por los hospedadores, el calor y posiblemente el

vapor de agua liberado por la fuente de alimento.

El calor emitido por el cuerpo de un hospedador endotermo ha sido reconocido

como una clave muy importante, capaz de guiar a las vinchucas hacia su fuente de

alimento (Wigglesworth y Gillett, 1934; Flores y Lazzari, 1996). T. infestans posee un

sentido térmico altamente desarrollado, siendo capaz de estimar la temperatura de la

fuente (Lazzari, 1990; Flores y Lazzari, 1996; Flores, 2001). De esta manera T.

infestans es capaz de percibir el calor emanado por sus hospedadores y de reconocer a

distancia una fuente potencial de alimento a través de su temperatura (Lazzari y

Núñez, 1989; Flores, 2001).

Al igual que algunas serpientes cazadoras y el coleóptero Melanophila

acuminata que detecta incendios forestales, T. infestans es capaz de percibir la

radiación infrarroja emitida por un hospedador, tarea para la cual exhibe la mayor

sensibilidad térmica conocida hasta el momento en animales (Lazzari y Núñez, 1989).
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Sin embargo, el extraordinario desempeño de las vinchucas durante la localización de

una fuente térmica, es sólo uno de los recursos de los que disponen estos insectos para

hallar un hospedador. Se ha sugerido que el agua evaporada en la superficie del

cuerpo de un hospedador, mecanismo utilizado para disipar calor del cuerpo, podría

estar también involucrado en la localización de una fuente de alimento por la

vinchucas. Aunque Wigglesworth y Gillett (1934) no encontraron respuestas claras

frente a fuentes húmedas a temperatura ambiente en Rhodnius prolixus, estos autores

observaron que los insectos extendían la proboscis hacia a un tubo caliente y

humedecido con agua destilada e incluso, a veces, hacia gotas de agua caliente.

Asimismo Wiesinger (1956) sugirió que tanto la humedad del aire como una

superficie mojada, estimularían a R. prolixus a extender su proboscis. Por otra parte,

experimentos utilizando un olfatómetro de discriminación simultánea mostraron que

R. prolixus prefería orientarse a una fuente húmeda a 32°C que a una fuente seca a la

misma temperatura (Núñez, 1982).

Por su parte, Bernard (1974) describió la respuesta electrofisiológica de los

termo-higrorreceptores presentes en las antenas de T. infestans. Este autor observó en

estos receptores una respuesta basal durante la estimulación con una corriente de aire

cargada con determinados valores de humedad relativa (HR). Sin embargo, la

frecuencia de disparo de estas células se incrementaba considerablemente en el

preciso momento en que se modificaban los valores de la I-IR de la corriente de

estimulación. Es decir, los receptores respondían a los cambios, antes que a valores

absolutos de HR.

Sólo unas pocas sustancias químicas relacionadas con olores de los

hospedadores han sido identificadas como claves para la orientación de las vinchucas.

El dióxido de carbono, un atractante y activante para casi todos los artrópodos
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hematófagos, también resulta atractivo para las vinchucas R. prolixus y T. infestans

(Núñez, 1982; Guerenstein et aL, 1995; Taneja y Guerin, 1995; Guerenstein y Guerin,

2001). Por otra parte, el amoniaco, olores provenientes de la orina de conejo, olores

de ratón y un brazo humano (Núñez, 1982; 1987; Taneja y Guerin, 1995; 1997) han

demostrado ser capaces de atraer a estos insectos, al menos en experimentos

realizados en el laboratorio. Otros compuestos, como el ácido isobutírico, octanal y el

nonanal, aislados a partir de extractos de olores de conejo, lana de oveja y de plumas

de gallina, fueron capaces de inducir respuestas electrofisiológicas y

comportamentales en larvas de T. infestans (Guerensteín y Guerin, 2001). Los

experimentos de comportamiento realizados en un compensador de marcha por los

autores mencionados determinaron que el ácido isobutírico induce a larvas de T.

infestans a caminar a favor de la corriente transportadora del estímulo, i.e. anemotaxis

positiva mediada por olor. El nonanal, por su parte tendría sólo un efecto activante

sobre las larvas de esta especie. La combinación de ambos compuestos no modificaría

el comportamiento individual de cada sustancia (Guerensteín y Guerin, 2001). Por

medio de registros de electrofisiología en sensilias olfativas de triatominos, se

determinó que estos insectos podrían detectar un amplio espectro de sustancias que

pueden encontrarse en sus hospedadores. Algunas sensilias de estos insectos son

capaces de responder al aliento humano (Mayer, 1968), así como también a distintas

sustancias volátiles, entre las que se pueden mencionar el L-ácido láctico, ácido

pirúvico, ácidos grasos de cadena corta, aldehídos, piridina, furano, terpenos y aminas

(Bernard, 1974; Taneja y Guerin, 1997; Guerenstein, 1999; Guerenstein y Guerin,

2001; Diehl et aI., 2003).

Sin embargo, todavía no existen resultados claros relativos a la contribución

de un olor específico proveniente del hospedador, que genere en los triatominos
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respuestas comportamentales orientadas. A pesar de la diversidad de moléculas

liberadas por los hospedadores que podrían ejercer una acción moduladora del

comportamiento de las vinchucas, se desconoce, por ejemplo, la sensibilidad de estos

insectos a dichas sustancias, o si actúan de forma individual, sinérgica o antagónica.

El presente trabajo de Tesis propone analizar, sobre la base de la evidencia

existente y de un cuidadoso análisis experimental, la respuesta de las vinchucas a

diversas claves sensoriales provenientes de los hospedadores. Dicho análisis se basará

en el estudio cuantitativo del comportamiento de las vinchucas en el laboratorio y de

las bases sensoriales de la percepción de dichos estímulos.

La profundización del conocimiento sobre la fisiología sensorial de los

triatominos puede contribuir enormemente al desarrollo de nuevas herramientas de

control basados en la manipulación de su comportamiento. Resulta de particular

interés e importancia contar con herramientas de detección, atracción y/o captura de

alta sensibilidad.

Objetivos de este trabajo de Tesis

Objetivo General:

Establecer, en la vinchuca Triatoma infestans, el papel que desempeñan las

claves fisicas y químicas asociadas a sus hospedadores, en la orientación hacia

una fuente de alimento, así como la ocurrencia de interacciones entre claves

sensoriales de la misma (unimodal) o de distinta modalidad (multimodal).
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Objetivos Particulares:

I Determinar si el vapor de agua constituye una señal de orientación para las

vinchucas y analizar la interacción entre esta clave y el calor, i.e., convergencia

multimodal.

I Identificar, a través de técnicas electrofisiológicas, estímulos químicos

asociados a hospedadores que sean capaces de ser detectados por órganos

sensoriales localizados en las antenas.

I Establecer las modalidades de respuesta de orientación de las vinchucas,

evocadas por distintas sustancias químicas (e.g., atracción o repelencia,

activación o arrestarniento). Asimismo, estudiar el posible efecto modulador de

las señales químicas sobre la precisión de aproximación de las vinchucas hacia

la fuente de estimulación.

' Determinar el intervalo de sensibilidad de estos insectos en su respuesta de

orientación frente a diversas sustancias químicas.

' Explorar posibles interacciones sinérgicas o antagónicas entre distintos

estímulos químicos (i.e., convergencia unimodal) presentes en los olores

emanados por los hospedadores, que modifiquen el comportamiento de

orientación de las vinchucas (e.g., modificando el umbral de respuesta a otros

estímulos).

I Analizar la variación temporal de la respuesta de las vinchucas a sustancias

volátiles involucradas en la orientación al hospedador.
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Determinar el efecto de la estructura temporal de la corriente de aire

transportadora de olores sobre el comportamiento de orientación de las

vinchucas.

Se trabajará en el marco de las siguientes hipótesis:

I Las vinchucas son capaces de percibir diversas señales, fisicas y químicas,

generadas por sus hospedadores y utilizar dicha información para detectar su

presencia y localizarlos en el espacio.

' En las antenas de las vinchucas se encuentran localizados receptores

especializados en la detección de distintos tipos de sustancias volátiles

características de sus hospedadores.

Las vinchucas exhiben una variación diaria, bajo control endógeno o exógeno,

de su motivación para responder a estímulos asociados a sus hospedadores.

I Las vinchucas utilizan información de la estructura temporal de la pluma de olor

para orientarse hacia una fuente.



CAPÍTULO 1

EL PAPEL DEL VAPOR DE AGUA EN

LA ORIENTACIÓN DE LAS VINCHUCAS

Introducción

Los insectos hematófagos utilizan claves sensoriales de distintas modalidades

para detectar la presencia de hospedadores y localizarlos en el espacio. El calor ha

sido reconocido como una de las claves más importantes en las proximidades del

hospedador (Lehane, 1991), mientras que las claves químicas serían más útiles a

mayores distancias. El vapor de agua también ha sido implicado en la localización de

hospedadores vertebrados por parte de los insectos hematófagos, pero la mayor parte

de los estudios se han enfocado en el análisis electrofisiológico o morfológico de las

estructuras sensoriales (Kellog, 1970; Bernard, 1974; Altner y Loftus, 1985).
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Dado que pocos estudios comportamentales se han realizado al respecto, la

función del vapor de agua en la orientación de los insectos a corta y larga distancia es

aún poco clara en la mayoría de los casos (Lehane, 1991).

En el caso de los triatominos, es bien sabido que el calor emitido por un

animal de sangre caliente es una de las claves más importantes en la búsqueda del

hospedador y la única necesaria y suficiente para inducir a las chinches a picar

(Lazzari y Núñez, 1989; Lazzari, 1990; Flores y Lazzari, 1996).

Con respecto al vapor de agua, la preferencia de T. infestans y de otros

triatominos por permanecer en determinadas humedades relativas ha sido bien

establecida (Roca y Lazzari, 1994; Guarneri et aI., 2002). La estructura y función de

los higrorreceptores en estos insectos fue descripta por Bernard (1974) y McIver y

Siemicki (1985). Estos receptores sensoriales resultaron ser muy similares a los de

otros insectos. Aún así, sólo disponemos de muy poca información en referencia a la

función de la humedad durante el comportamiento de búsqueda del hospedador en

triatominos (Wigglesworth y Gillett, 1934; Wiesinger, 1956; Núñez, 1982).

En este capítulo se estudia la función del vapor de agua como clave en la

orientación de T. infestans. En una primera serie de experimentos se analizó el

comportamiento de orientación de las vinchucas al ser enfrentadas a fuentes discretas,

secas y húmedas, a diferentes temperaturas. En una segunda serie, se estudió la

respuesta anemotáctica de las chinches, enfrentándolas a corrientes de aire

transportadoras de diferentes cantidades de vapor de agua. En este análisis se

contempló y evaluó el efecto del estado fisiológico de los insectos en términos de

balance hídrico, en la orientación hacia corrientes de aire con diferentes propiedades

en relación a su contenido de agua.
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Materiales y Métodos

Animales

Las larvas de T. infestans, provistas como 3erestadio por el Servicio Nacional

de Chagas (Córdoba, Argentina), fueron mantenidas en un régimen de iluminación de

12:12 L:O (luzzoscuridad), a 28°C y 30-50% HR, y alimentadas semanalmente sobre

gallinas hasta el momento de la ecdisis. Luego de la muda, las larvas de 4'° estadio se

mantuvieron sin alimentar por un período que varió entre 1l y 20 días, luego del cual

comenzaron los experimentos, excepto por un grupo de insectos que permaneció sin

alimento durante 30-46 días.

Adicionalmente, dos grupos de larvas fueron mantenidas desde el 3erestadio

en 30% y 85% de humedad relativa (HR), respectivamente, hasta el inicio de los

experimentos como 4'° estadio. Estos ambientes fueron establecidos por medio de

soluciones saturadas de MgClz y NaCl colocadas en recipientes plásticos de 3 litros de

capacidad. Los animales no tenían contacto directo con estas soluciones, las que

mantuvieron constante la humedad del ambiente en el interior de los recipientes. Los

valores de HR eran medidos diariamente con un higrómetro (Lutron HT-3005,

precisión del 5% HR).

Dispositivo experimental

El comportamiento de orientación de los insectos se analizó en un diseño de

tipo de lazo abierto para desplazamiento, pero con libre rotación, utilizando un

compensador de marcha (modificado de Dahmen, 1980). El dispositivo consistió en

una esfera de telgopor de 9,7 cm de diámetro y 2,5 gramos de peso, suspendida por la

acción de una corriente de aire en dirección vertical (Fig. 1.1). Los insectos eran
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pegados con cinta adhesiva de doble faz por el dorso de su abdomen a un alambre de

acero centrado en el ápice de la esfera. El insecto, fijado al alambre, era ubicado sobre

la esfera con una postura de caminado normal. Cuando los tarsos de la vinchuca

contactaban la superficie de la esfera, ésta iniciaba un comportamiento de marcha

espontáneo, desplazando la esfera por debajo de sus patas. De esta manera, un insecto

podía caminar y rotar libremente cambiando su dirección de locomoción sin modificar

su distancia a la fuente de estímulo.

Figura 1.1. Dispositivo experimental utilizado en el registro de las respuestas

comportamentales de T. infestans a diferentes claves relacionadas con el hospedador

en condiciones de lazo abierto. La esfera del compensador de marcha se encontraba

suspendida por acción de una corriente de aire vertical generada por una bomba de

aire. La vinchuca estaba fija por su abdomen a un alambre centrado en el ápice de la

esfera. El insecto caminaba y rotaba libremente sin modificar su distancia a la

posición de la fuente de estimulación.
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Los experimentos fueron realizados en un cuarto especialmente climatizado

para temperatura (24:2°C) en condiciones de oscuridad funcional para los insectos. El

comportamiento del animal sobre el compensador de marcha era monitoreado desde

afuera del cuarto experimental con una videocámara sensible a luz infrarroja de 900

nm de longitud de onda, la cual no es percibida por las vínchucas (Reisenman et aL,

1998)

A una vinchuca ubicada sobre el compensador de marcha en una postura

normal de locomoción, se la dejaba aclimatar a la situación experimental durante dos

minutos, en ausencia de claves sensoriales. Luego de este período, se comenzaba a

registrar el comportamiento del animal.

Cada insecto fue utilizado en un único ensayo y luego descartado.

Estimulación confuentes discretas de humedady calor

En esta serie de ensayos se evaluó la respuesta de las vínchucas frente a

fuentes artificiales puntuales de distinta temperatura y carga de agua, presentadas a

distintas distancias del insecto. La estimulación térmica fue provista por una pieza

cilíndrica de aluminio (altura: 7,8 cm y diámetro: 1,8 cm) mantenida a temperatura

ambiente (TA: 24°C) o calentada a 31° o a 36°C por medio de un termostato

electrónico (precisión de 0.1°C). Estas temperaturas fueron elegidas para simular la

temperatura de la superficie corporal de un hospedador endotérmico (intervalo 31°­

36°C). En los ensayos con una fuente húmeda, el cilindro de aluminio era cubierto con

una tira de papel de filtro (20 cmz) embebida con 2 ml de agua destilada. En los casos

en los que se presentaba como estímulo una fuente seca, la tira de papel de filtro se

conservaba seca. La superficie de papel expuesta al insecto era de 3,6 cmz. La

humedad relativa fue medida en la posición del insecto y en la posición del papel de
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filtro con un termo-higrómetro (Lutron HT-3005, precisión del 5% HR y O.l°C). No

se encontraron diferencias detectables por el sensor entre ambos sitios. Previo a cada

ensayo, la fuente de estimulación era cuidadosamente limpiada para evitar cualquier

tipo de contaminación odorífera indeseada. Durante la manipulación de la fuente

siempre se utilizaron guantes. Para lograr diferentes niveles de estimulación, las

fuentes de estímulo fueron ubicadas a 5 cm o a 15 cm de distancia de la posición del

insecto.

El comportamiento de cada insecto fue registrado visualmente durante 4

minutos para cada combinación de estímulo, i.e., fuente seca o húmeda a cada 'I" y

distancia.

Estimulación con corrientes de aire húmedas o secas

En estos ensayos, una corriente continua de aire era dirigida hacia la posición

del insecto, ubicado en el ápice del compensador de marcha. La corriente de aire era

provista por un cilindro de aire comprimido de composición certificada (AGA, 02:

21¿06%, N2: balance, H20: <5% y C02: 0.0 ppmN) cuyo contenido de humedad era

ajustado a una HR de 30% o 70%. El valor de 30% de HR era obtenido a partir de la

salida directa del cilindro y el de 70% haciendo pasar la corriente de aire a través de

un baño de agua. El aire acondicionado era transportado por conductos de Teflon® y

mangueras de silicona (diámetro interno: 0,4 cm) que conectaban con un tubo de

vidrio (diámetro interno: 0,67 cm y largo: 5,0 cm). La salida del tubo de vidrio estaba

localizada a 5 cm de distancia del insecto y dirigía la corriente de aire

tangencialmente al ápice de la esfera de marcha. La velocidad era controlada por una

serie de válvulas de tipo aguja y monitoreada por un flujómetro, manteniendo un valor

constante de 2.7 cm s ’ medida a la salida del tubo. La humedad y la temperatura eran
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medidas en la posición del insecto y a la salida del tubo de vidrio utilizando un termo­

higrómetro (Lutron HT-3005, precisión del 5% HR y O.l°C). Durante cada ensayo, la

temperatura en la posición del insecto y la de la corriente de aire fueron iguales (i

O.l°C), aunque esto no ocurrió para la humedad relativa.

El comportamiento de los insectos en la esfera fue registrado por 4 minutos en

ausencia de corriente de aire y luego durante 4 minutos adicionales en presencia de la

corriente.

Análisis de los datos

La orientación relativa a la fuente discreta (primera serie experimental) o a la

corriente de aire (segunda serie experimental) fue analizada dividiendo la vista

superior de la esfera en dos secciones iguales. Una línea de referencia perpendicular a

la posición del estímulo dividia en mitades la escena proyectada en la pantalla de un

monitor. Esta referencia permitía categorizar la dirección de marcha de un animal

como “hacia” vs. “en contra” de la posición del estímulo. La posición de la fuente de

estímulo era desplazada alrededor de la esfera de manera azarosa entre ensayos. Se

establecieron 3 categorías de comportamiento: caminado “hacia” la fuente, caminado

“en contra de” la fuente y “estacionario” (incluyendo comportamientos como no

caminado, acicalamiento (grooming) y movimientos exploratorios, i.e., el insecto se

desplazaba con movimientos no direccionales). De esta manera, el tiempo que cada

animal caminaba hacia cualquier dirección era cuantificado con la ayuda de un

programa de registro de eventos para PC. La orientación “hacia” la fuente fue

calculada como la diferencia entre el tiempo que las chinches caminaban hacia la

fuente y el tiempo que los animales caminaban intentando alejarse de ella, dividido

por el tiempo total caminado.
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Los datos se analizaron empleando estadística paramétrica. Las diferencias

entre los tratamientos fueron evaluadas a través del análisis de varianzas (ANOVA)

de l y 2 factores, luego de verificar los supuestos, i.e. distribución normal de los

residuos con la prueba de Lilliefors (p<0,01) y homogeneidad de varianzas con la

prueba de Bartlett (p<0,0l). Ningún grupo de datos requirió de ser transformado. Los

tratamientos que mostraron diferencias significativas entre sí, fueron comparados

posteriormente de a pares o de manera múltiple con la prueba de Dunnet o con la

prueba de Tukey HSD para muestras desiguales. En aquellos casos donde las

“interacciones” entre los factores principales fueron significativas en el ANOVA de 2

factores, cada factor fue tratado separadamente, analizando para ello los efectos

simples (Zar, 1984; Steel et aI., 1997). Se utilizó la prueba de t de Student de 2 colas

para verificar la ausencia de asimetrías ambientales, i.e., evaluando la distribución al

azar de los datos (Zar, 1984).

Resultados

El patrón de locomoción observado en las larvas de T. infeslans altemó

carreras rápidas con desplazamientos lentos y momentos de ausencia total de

movimientos, como fue descripto anteriormente por otros autores (Núñez, 1982;

Taneja y Guerin, 1995; Flores y Lazzari, 1996). Los períodos de caminatas eran

seguidos por paradas abruptas durante las cuales el insecto permanecía inmóvil o

moviendo solamente sus antenas. La duración de las paradas era variable y no parecía

seguir un patrón regular.
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Respuestas a fuentes discretas de humedady calor

Se analizó la respuesta comportamental de larvas de 4'° estadio de T. infestans

frente a fuentes discretas húmedas y calientes ubicadas a dos distancias del insecto.

Los resultados se resumen en la Figura 1.2. Cuando el cilindro de aluminio era

ubicado a 5 cm de distancia del insecto y no era asociado a ninguna clave, i.e., calor

y/o humedad, los animales caminaron sin una orientación definida o azarosamente

sobre la superficie de la esfera (Fig. 1.2-a, fuente seca a TA; prueba de t, t¡9=0,035; n.

s.). Sin embargo, tanto el calor como la humedad provocaron en los insectos una

orientación positiva hacia la fuente.

Figura 1.2. Orientación de T. infestans hacia fuentes húmedas o secas a distintas

temperaturas localizadas a una distancia de a- 5 cm y b- de 15 cm de la posición de la

vinchuca. Las ordenadas representan el porcentaje del tiempo que los insectos

caminaron en dirección a la fiJente (promedio i ES) mantenida a temperatura

ambiente (TA), 31° o 36°C, seca (círculo vacíos) o húmeda (círculos llenos). La línea

punteada horizontal indica el valor esperado en ausencia de una dirección de

locomoción definida. En a-, la misma letra griega denota los grupos que mostraron

diferencias significativas (p<0,05). En b-, se hallaron efectos significativos de la

temperatura (36°C difiere de TA y 31°C p<0,05) y de la humedad (HR incrementa la

respuesta de las vinchucas; p=0,006). El número de insectos experimentales para cada

condición se indica en paréntesis.

46



Orientaciónalafuente(%deltiempo)

a-5cm

40 . . .
TA 31°C 36°C

b_ 15 cm —o— Fuente húmeda

90 i —0— Fuente seca

4o v

31°C 36°C

Temperatura de Ia fuente

47



Romina B. Barrozo El vapor de agua

El análisis de la varianza reveló una interacción significativa entre ambos

factores (interacción, F2_¡¡7=3,6 p=0,03). Esto indica que el efecto de la humedad no

es independiente de la presencia de calor, o de manera equivalente, que las diferencias

en el comportamiento de los insectos frente a las fuentes secas o húmedas no son las

mismas para todos los valores de temperatura de la fuente. Por esta razón, no es

estadísticamente correcto analizar los factores principales. Asi, cada factor debe ser

analizado separadamente (Zar, 1984), i.e. el efecto de la humedad a cada temperatura

y el efecto de la temperatura sobre la fuente seca o húmeda. El análisis de los efectos

simples reveló un aumento significativo en la intensidad de la respuesta orientada de

las vinchucas con el incremento de la temperatura de la fuente seca (efectos simples,

F2,¡¡7=7,l4 p=0,00009). Los insectos mostraron una tendencia a caminar durante más

tiempo hacia las fuentes a mayores temperaturas, observándose diferencias

significativas entre TA y 36°C (Tukey HSD, p<0,05). Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas con la temperatura en el caso de la fuente húmeda (efectos

simples, n. s.). El análisis del efecto de la humedad a cada valor de temperatura reveló

un incremento significativo en las respuestas orientadas de las vinchucas hacia la

fuente húmeda a TA (efectos simples, F¡_¡¡7=14,1 p=0,0002). Por el contrario, no se

encontraron diferencias significativas en las respuestas de los insectos ante fuentes a

31° o a 36°C.

Cuando se desplazó la fuente de estímulos a una distancia de 15 crn del

insecto, el análisis de la varianza demostró que las variables humedad y temperatura

afectaron la respuesta de los insectos de manera independiente (ANOVA de 2

factores, interacción n. s.). El análisis de los efectos principales reveló que la

respuesta orientada fue significativamente más intensa hacia temperaturas mayores de

la fuente con independencia de su contenido de agua (Fig. 1.2-b) (ANOVA de 2
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factores, F2, ¡o¡=6,9 p=0,001). La prueba de Tukey mostró que el valor medio de

respuesta para 36°C fue significativamente superior a los hallados para TA y 31°C

(p<0,05). Por otro lado, al analizar el factor humedad se observó un efecto

significativo de esta variable sobre la orientación de las vinchucas. Este último

resultado implica que la humedad de la fuente incrementa la atracción de estos

insectos por las fuentes de calor (ANOVA de 2 factores, F¡_¡o¡=8,8 p=0,006).

Respuestas a corrientes húmedas o secas

En estos experimentos se evaluó la respuesta de las larvas de T. ínfestans a

corrientes de aire transportadoras de diferentes contenidos de vapor de agua. Como la

respuesta de orientación podría ser afectada por el estado fisiológico de los animales

(e.g., los animales podrían eventualmente seguir corrientes húmedas después de un

largo período de ayuno o después de ser expuestos a un medio ambiente de baja HR),

se estudió la respuesta de vinchucas con diferentes balances hídricos corporales

expuestas a corrientes de aire con humedades diferentes.

Los insectos sometidos a un período relativamente corto de ayuno (ll a 20

días) manifestaron una anemotaxis positiva significativa frente a corrientes de aire a

HR ambiente (50%) (ANOVA de 1 factor, Fl, 33=5,2p=0,03), caminando “de cara” a

la corriente de aire durante el 70:|:6% del tiempo total caminado. Durante los ensayos

control (sin corriente de aire), las vinchucas caminaron sin rumbo definido sobre la

esfera (prueba de t, t¡9=0,93 n. s.).

Posteriormente, para descartar la posibilidad de que los insectos estén

caminando “de cara” a la corriente de aire debido a condiciones particulares de su

balance hídrico, se realizaron dos tipos de experimentos. En primer término se analizó

la respuesta de larvas, sometidas a un período prolongado de ayuno (30-46 días),
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frente a corrientes de aire con valores de HR inferiores o superiores al ambiente. Se

ofrecieron como estímulo corrientes de aire con valores de 30% HR contra un valor

ambiental de 60% HR y corrientes de aire a 70% HR contra un nivel ambiental de

40% HR. La razón de este experimento fue poner a prueba si animales sometidos a un

ayuno prolongado, tenderían a evitar corrientes secas y a preferir corrientes húmedas

en razón su déficit de agua. Los datos representados en la Figura 1.3 mostraron que en

ausencia de corriente de aire los insectos caminaban sin dirección definida (prueba de

t, t49=0,71 n. s.). Sin embargo, en presencia de una corriente de aire, los insectos se

orientaban significativamente “de cara” a ella (ANOVA de l factor, F2_60:8,8

p=0,0004). El tiempo que las vinchucas caminaron en dirección a la corriente con

valores de HR superiores a los del ambiente (70% contra 40% HR, +AHR 30%) fue

estadísticamente distinto de los controles (sin corriente) (prueba de Dunnet, q '60_3=3,9

p<0,01). Sorprendentemente, se encontró la misma tendencia cuando los insectos

fueron enfrentados a una corriente de aire de HR inferior a la del medio ambiente

(30% contra 60% HR, -AHR 30%; prueba de Dunnet, q ’60_3=3,l p<0,01).
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Figura 1.3. Orientación de animales sometidos a un prolongado ayuno (30-46 días)

en ausencia o presencia de una corriente de aire con diferentes niveles de HR (30% o

70% HR contra 60% y 40% HR en el medio ambiente, í.e., AHR de -30% y +30%,

respectivamente), medida como el porcentaje del tiempo que las vinchucas caminaron

hacia la corriente de aire (promedio i ES). La línea punteada señala el valor esperado

en ausencia de una dirección de locomoción definida. Con fines comparativos, las

barras vacías representan la respuestas de animales con un ayuno menor (11-20 días)

en ausencia de una corriente de aire y en presencia de una corriente a HR ambiente

(AHR de 0%). Los asteriscos indican la ocurrencia de diferencias estadísticas con

respecto al control (sin corriente) (en todos los casos p<0,05). El número de insectos

experimentales para cada condición se indica en paréntesis.
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En segundo término, se analizó el comportamiento anemotáctico de los

animales criados en cámaras a 30% o a 85% HR y estimulados con corrientes de aire

transportadoras de distintos contenidos de agua, i.e., 30% o 70% (Fig. 1.4).

Figura 1.4. Orientación de larvas de T. infestans criadas en condiciones de baja y alta

HR (30% o 85% HR) frente a corrientes de aire cargadas con 30% o 70% de HR,

medida como el porcentaje del tiempo caminado por las vinchucas hacia la corriente

de aire (promedioj; ES). La línea punteada señala el valor esperado en ausencia de una

dirección de locomoción definida. Los asteriscos indican la existencia de diferencias

estadísticas con respecto al control (sin corriente) (p<0,05). El número de insectos

experimentales para cada condición se indica en paréntesis.
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Los insectos que permanecieron desde el estadio larval anterior (3") al

sometido a los ensayos (4m) en un medio ambiente de 30% de HR manifestaron una

significativa anemotaxis positiva (ANOVA de 1 factor, F2, 57=5,9 p=0,004), tanto

cuando fueron expuestos a corrientes con 30% HR (prueba de Dunnet, q'57, 3=3,2

p<0,01), como cuando se los enfrentó a corrientes con 70% HR (prueba de Dunnet,

q ’57,3=2,3 p<0,05). De la misma manera, los insectos criados en un medio ambiente

con una humedad relativa de 85% mostraron anemotaxis positiva (ANOVA de l

factor, F2_46=4,4 p=0,01) en ambos casos, cuando se les ofreció una corriente a 30%

HR (prueba de Dunnet, q '46_3=2,8 p<0,01) o a 70% HR (prueba de Dunnet, q '46_3=2,5

p<0,05).

Discusión

En los ensayos aquí presentados, cuando se expuso a las vinchucas frente a

fuentes discretas secas o húmedas a distintas temperaturas, la intensidad de la

respuesta de orientación dependió del contenido de agua de la fuente. Este

descubrimiento coincide con observaciones previas en una especie relacionada como

Rhodnius prolixus, realizadas por Wigglesworth y Gillett (1934). Estos autores

señalaron que fuentes calientes y húmedas resultaban más atractivas que aquellas

secas. Es ampliamente conocido que los animales endotérrnicos eliminan calor a

través de la superficie corporal de diferentes maneras, como por ejemplo por

evaporación de agua a través de la transpiración. En el caso de T. infestans, una fuente

de calor y de vapor de agua como la piel o la respiración de un hospedador vertebrado

podría representar un estímulo altamente atractivo. Es interesante destacar que un
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incremento en la humedad del aire implica un aumento en su capacidad calorífica y,

por lo tanto, un incremento en la cantidad de calor transportado desde una fuente

térmica hacia los receptores de calor de los insectos. Dada la gran sensibilidad de los

triatominos al calor (Wigglesworth y Gillett, 1934; Lazzari y Núñez, 1989; Flores y

Lazzari, 1996) y a la relación entre la cantidad de calor transportado y al contenido de

agua del aire, las vinchucas podrían detectar fuentes calientes y húmedas desde

mayores distancias que fuentes secas. Por lo tanto, la mayor intensidad de respuesta

frente a fuentes húmedas y calientes podría ser explicada en términos de una

trasmisión de calor facilitada. En realidad, en esta especie como también en otros

insectos, los termo- e higrorreceptores se localizan juntos, en las mismas sensilias

celocónicas (Bernard, 1974). Es decir, las entradas sensoriales para calor y humedad

están estrechamente vinculadas. Además, se ha demostrado una clara preferencia de

T. infestans a permanecer, mudar y oviponer en sitios con determinados valores de

HR (en general bajos), lo que sugiere que la percepción de HR es importante también

en otros contextos (Roca y Lazzari, 1994).

Notablemente, T. infestans fue capaz de localizar y orientarse hacia una fuente

húmeda a temperatura ambiente, una respuesta que no se observó cuando la misma

fuente permanecía seca. Como consecuencia, el vapor de agua por sí solo representa

una clave de orientación para las vinchucas al menos en un intervalo de 5 cm. Sin

embargo, en aquellos experimentos donde la distancia entre la fuente a TA y la larva

era de 15 cm el poder atractivo de la humedad como estímulo único se desvanecía,

aún cuando a esta distancia la respuesta a fuentes térmicas en estos insectos puede ser

incrementada por la humedad. De acuerdo al actual conocimiento que se tiene en este

área, esta es la primera demostración sobre la función del vapor de agua por sí sólo

como una clave de orientación en una insecto hematófago.
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En la segunda serie de experimentos se estudió cómo la humedad podría

afectar la respuesta de T. infestans a corrientes de aire. Bajo las condiciones

experimentales de este trabajo, las larvas de esta especie manifestaron principalmente

anemotaxis positiva frente a corrientes de aire carente de olores. Este comportamiento

fue analizado en relación al balance hídrico de los animales y al contenido de agua de

la corriente. De los experimentos, se concluye que el estado fisiológico de las

vinchucas, dependiente del nivel de ayuno y de su permanencia en ambientes a

diferentes HRS durante dos estadios larvales, no afecta la respuesta anemotáctica

positiva de los animales a corrientes húmedas o secas.

En primera instancia, estos resultados resultaron algo sorprendentes debido a

que autores previos (Taneja y Guerin, 1995; 1997) inforrnaban la ocurrencia de

anemotaxis de signo negativo, i.e., orientación preferencialmente “en contra” de

corrientes de aire limpias. En los experimentos presentados en este capítulo, por el

contrario, las vinchucas revelaron una orientación principalmente “de cara” a la

corriente. Aunque las diferencias en el diseño experimental podrían ser las

responsables de esta discrepancia, análisis teóricos demuestran que ambas estrategias

podrían ser igualmente útiles en la naturaleza (Sabelis y Schippers, 1984).

De la segunda serie de experimentos se desprenden principalmente dos

conclusiones. La primera es que la humedad no modifica la respuesta anemotáctica de

T. infestans a corrientes de aire, en un amplio intervalo de HRs y de diferentes

contrastes con el medio ambiente. Finalmente, cuando se integran los resultados aquí

presentados con trabajos de otros autores, se puede concluir que distintas estrategias

pueden ser utilizadas por las vinchucas, i.e., anemotaxis positiva o negativa. De esta

manera, individuos de esta especie podrían elegir espontáneamente entre orientarse

“de cara” o “en contra” cuando se enfrentan a una corriente de aire. Sabelis y
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Schippers (1984) sugirieron que la estrategia óptima para la detección de una pluma

de olor podría ser orientarse “de cara”, “en contra” o “perpendicular” a la corriente

dependiendo las circunstancias. La respuesta a una clave determinada depende de

muchos factores, tales como la intensidad y el patrón del estímulo, así como también

de la presencia de otras fuentes de estimulación y de condiciones ambientales, tales

como velocidad del viento y cambios en la dirección de éste último.

En los experimentos presentados en este capítulo, las vinchucas fueron

proclives a caminar “de cara” a una corriente de aire limpia o carente de olores. En

consecuencia, una corriente de aire podría constituir una señal que alertara a las

vinchucas independientemente de la presencia de otros estímulos en ella. Las

vinchucas utilizarían las corrientes de aire del ambiente para aumentar sus

posibilidades de encontrar claves relacionadas con el hospedador.

En resumen, en este capítulo se ha presentado evidencia que demuestra que la

sola presencia de una fuente húmeda es suficiente para desencadenar una respuesta

orientada en las larvas de T. infestans a corta distancia. Además, la respuesta de las

vinchucas hacia fuentes térmicas puede ser incrementada por la presencia de

humedad. Sin embargo, la humedad de una corriente de aire no tiene un efecto

modulador del comportamiento de orientación en T. infestans, bajo el diseño

experimental implementado en este trabajo de Tesis. Así tampoco el balance hídrico

de los animales, ni el contraste entre el contenido de agua de la corriente de aire con la

humedad relativa del ambiente, modificaron la respuesta de orientación positiva a las

corrientes de aire. Aparentemente, la respuesta de caminar espontáneamente “de cara”

a esas corrientes sería, o bien una respuesta que no puede ser modulada en intensidad,

o el vapor de agua transportado por una corriente de aire es una señal que opera a

través de otros mecanismos de orientación.
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CAPÍTULO 2

EL DIÓXIDO DE CARBONO

COMO CLAVE PARA LA ORIENTACIÓN

AL HOSPEDADOR

Introducción

El dióxido de carbono es un activante y/o atractante común para muchos

insectos hematófagos (Lehane, 1991; Bowen, 1991), que demostró ser también

efectivo en insectos triatominos como Triatoma infestans y Rhodnius prolixus

(Wiesinger, 1956, Núñez, 1982; Taneja y Guerin, 1995). Wiesinger (1956) encontró

que el agregado de dióxido de carbono hacía a una corriente de aire cálida (36-40°C)

más atractiva para T. infestans. De acuerdo con Núñez (1982), la sola presencia de

dióxido de carbono (0,1%, 1000 ppm) sería suficiente para orientar a las vinchucas

hacia una fiiente de alimento. Por su parte, Guerenstein et al. (1995) encontraron que
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las vinchucas son atraídas por cultivos de levadura (Saccharomyces cerevisiae) y

sugirieron que el C02 emanado de estos cultivos sería el principal responsable de esta

respuesta de T. infesrans. Por su parte, Taneja y Guerin (1995) encontraron, en

experimentos realizados sobre un compensador de marcha, que el dióxido de carbono

en una concentración de 0.6% (6000 ppm) provocaba en T. infestans y en R. prolixus

un comportamiento de orientación positiva hacia corrientes de aire. Se ha descripto en

las antenas de las vinchucas la existencia de receptores olfativos capaces de responder

al dióxido y al monóxido de carbono (Mayer, 1968). Sin embargo, de acuerdo a este

autor, la respuesta no es tan intensa como cuando se estimula la antena con una

bocanada de aliento humano.

El presente capítulo analiza la función del dióxido de carbono en el

comportamiento de búsqueda de un hospedador por Triatoma infesrans. Para ello, se

estudió la respuesta de orientación de las vinchucas a corrientes de aire artificialmente

cargadas con dióxido de carbono. Adicionalmente, se midió el umbral de sensibilidad

al dióxido de carbono, así como su eventual dependencia con el estado nutricional de

las vinchucas. Por último, para determinar la posible existencia de una modulación

temporal en la sensibilidad de los insectos, se investigó la presencia de variaciones en

la respuesta a dióxido de carbono con el momento del día.

Materiales y Métodos

Animales

Larvas de T. infestans de 3er estadio fueron mantenidas en una cámara

climática bajo un régimen de iluminación de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad
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(12:12 L:O), a 28°C y 30-50% HR, y alimentadas semanalmente sobre gallinas hasta

el momento de la ecdisis. Luego de la muda, las larvas de 4‘° estadio fueron

transferidas a otra cámara a 26°C, donde permanecieron sin recibir alimento por un

período de alrededor de 20 a 30 días, hasta el inicio de los experimentos. Cuando se

estudió el efecto del ayuno sobre la modulación de la respuesta comportamental, las

larvas se mantuvieron sin alimento por 60 días posteriores a la muda.

Todos los experimentos se realizaron durante las primeras horas de la

escotofase de los insectos, excepto en aquellos experimentos en donde se evaluó la

variación diaria del comportamiento. Así, el día experimental comprendía dos

momentos, la fotofase y la escotofase. La fotofase cubría dos intervalos, de las 0:00 hs

a las 5:00 hs zt (0:00 hs zt corresponde al momento en que se encendía la luz; zt o

Zeitgeber time, tiempo del sincronizador) y desde las 7:00 a las 12:00 hs zt,

correspondientes a los momentos del día “temprano” y “tarde”. Los ensayos

realizados durante la escotofase también comprendieron dos períodos, desde las 12:00

zt (apagado de la luz) a las 17:00 hs zt y desde las 19:00 a las 24:00 hs zt,

correspondientes a los momentos de la noche “temprano” y “tarde” respectivamente.

Dispositivo experimental

Se utilizó un compensador de marcha para analizar el comportamiento de

orientación de los insectos, en un diseño de tipo de lazo abierto para desplazamiento

pero con libre rotación (modificado de Dahmen, 1980). De esta manera, se registró la

trayectoria del insecto en condiciones en que la respuesta del animal no modificaba

los parámetros de estimulación, en este caso, la intensidad del estímulo. El dispositivo

consta de una esfera de telgopor, la cual se encuentra suspendida por la acción de una

corriente de aire vertical (similar a la descripta en el Capítulo l). Los insectos eran
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pegados por la región dorsal del abdomen a un alambre de acero centrado en el ápice

de la esfera, utilizando para ello una cinta adhesiva de doble faz. Cuando los tarsos de

la vinchuca contactaban la superficie de la esfera, el insecto iniciaba un

comportamiento espontáneo de marcha, manteniendo una postura normal, y

desplazando la esfera por debajo de sus patas. De esta manera, un insecto podía

caminar y rotar libremente cambiando su dirección de locomoción sin modificar su

distancia a la fuente de estímulo (Fig. 2.1).

El compensador de marcha incluye un sensor óptico obtenido de un mouse de

computadora, ubicado tangencialmente y a 1 mm de distancia de la esfera, en el polo

inferior a la posición del insecto, i.e. sobre el mismo eje que el animal. El movimiento

de la esfera inducido por el animal era detectado por el sensor óptico que trasmitía

esta información cada 0,2 seg (intervalo de muestreo) a una PC, donde era convertido

en coordenadas x e y con la ayuda de un software desarrollado ad hoc (por Diego

Anfossi) y almacenado para su posterior análisis.

Las trayectorias de los insectos fueron reconstruidas y analizadas en sus

componentes espacio-temporales.

Sistema de estimulación

Debido a que bajo las condiciones experimentales de este trabajo de Tesis se

observó que las vinchucas manifiestan anemotaxis positiva de forma espontánea

frente a corrientes de aire limpias de olores (ver Capítulo 1), se desarrolló un

bioensayo de discriminación simultánea, en el cual el animal debía enfrentar

simultáneamente dos corrientes de aire opuestas, una portando un estímulo de olor y

la otra limpia o carente de olores. De esta manera cada individuo podía elegir caminar

hacia cualquiera de las dos corrientes.
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El sistema de estimulación consistía en una corriente de aire principal,

generada por una bomba que succionaba aire del ambiente y lo forzaba a atravesar un

filtro de carbón activado, que secuestraba partículas y olores presentes en el aire

ambiental. La corriente principal era luego dividida en dos ramas de flujos idénticos,

continuos y opuestos (Fig. 2.1). Ambas corrientes mantenían una temperatura de

26:1°C (temperatura ambiente) y una humedad relativa de 85:l%. Cada corriente

pasaba a través de un recipiente de vidrio (250 ml) donde se colocaban el estímulo

químico a ensayar o el control correspondiente. Las conexiones entre los componentes

se realizaron utilizando conductos de Teflón ® y silicona (diámetro interno: 0,4 cm)

que terminaban en un tubo de vidrio (diámetro interno: 0,67 cm y largo: 5 cm). La

salidas de los tubos de vidrio estaban ubicadas a 3 cm de la posición del insecto,

dirigiendo las corrientes tangencialmente al ápice de la esfera, i.e., hacia la posición

del insecto. La velocidad del aire fue regulada en 6 cm s", medida a la salida del tubo

de vidrio y controlada por una válvula aguja y monitoreada por un flujómetro.

En uno de los recipientes se enriquecía la corriente de aire con dióxido de

carbono, el cual era generado, dentro de este recipiente, a través de la siguiente

reacción:

Na2C03 + stO4 —)C02 (g)+ Hzo + Na2804

Diferentes soluciones de Na2C03 (0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,1; 0,2; 0,4 M), eran

inyectadas, a través de una jeringa accionada por un motor sincrónico, a flujo

constante (0,08 ml min") sobre 100 ml de HZSO4(0,01 o l M) para generar diferentes

cantidades de CO; Previamente a los ensayos, se calibraron las diferentes soluciones

de Na2C03 y de H2804 necesarias para obtener los valores de concentración de C02

requeridos en los ensayos (Tabla 2.1).
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La corriente de aire pasaba sobre la superficie de la mezcla de reacción a un

flujo de 90 ml min", de modo de alcanzar niveles de C02 de ca.: 75, 150, 300, 400,

800, 1500, 2300 ppm sobre el nivel ambiental (400i20 ppm). La solución de reacción

era continuamente mezclada por medio de un agitador magnético para asegurar la

apropiada homogeneidad de la reacción y una producción continua de dióxido de

carbono.

Tabla 2.1. Combinaciones de HZSO4y Na2C03 utilizadas para la producción de C02.

Flujo de la corriente de aire: 90 rnl min". Velocidad de inyección de NazCO3: 0,08 ml

min".

Concentración de Concentración de Concentración de C02

H2804 (M) N32C03 (M) producida (ppm)

0,01 0,01 75il

0,01 0,02 l48i4

0,01 0,04 303i10

l 0,06 403i16

l 0,1 790116

l 0,2 15041-31

l 0,3 2321i25

La concentración de C02 era verificada entre experimentos con ayuda de un

sensor infrarrojo de tipo “no dispersivo” (PP Systems, modelo EGM-3, intervalo de

medida 0-5000 ppm, precisión del 0,5 % de la lectura). Por otro lado, la corriente

control (C02 ambiental o 0 ppm sobre el valor ambiental) consistía en una corriente

de aire que pasaba a través de un recipiente idéntico que contenía en su interior 100

ml de H2804 (0,01 o l M). Además de proveer las condiciones de control, el pasaje de
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la corriente sobre esta solución permitió mantener idénticas condiciones de humedad

relativa en ambas corrientes.

Figura 2.1. Dispositivo experimental utilizado para el registro de las respuestas

comportamentales de T. inflastans a claves relacionadas con el hospedador en

condiciones de lazo abierto. La esfera del compensador de marcha se encontraba

suspendida por acción de una corriente de aire vertical generada por una bomba de

aire. La vinchuca estaba fija por su abdomen a un alambre centrado en el ápice de la

esfera. El insecto caminaba y rotaba libremente sin modificar su distancia a la salida

de las corrientes de aire. Un sensor óptico conectado a una PC posibilitaba el registro

de las trayectorias realizadas por los animales. Una bomba de aire extraía aire del

ambiente y lo forzaba a atravesar un filtro de carbón activado y un flujómetro. La

corriente era dividida en 2 corrientes idénticas que pasaban a través sendos recipientes

(250 ml), dentro de uno de los cuales se generaba C02, mientras que el otro servía

como control.
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Protocolo experimental

Los animales, sujetos por el alambre de acero desde el abdomen, se ubicaban

sobre el compensador de marcha de manera que adopten una postura normal de

caminado. Así, se los dejaba caminar durante dos minutos, de manera que se

acostumbren a la situación experimental, en ausencia de corrientes de aire. Luego de

este período se comenzaba a registrar el comportamiento del insecto durante 3

minutos bajo diferentes condiciones experimentales.

Las larvas fueron expuestas a tres situaciones experimentales:

o “sin aire” vs. “sin aire”: ausencia de corrientes de aire de ambos lados.

o “control” vs. “control”: ambas corrientes de aire se ofrecieron limpias o carentes

de claves olfativas (ambos recipientes por donde circulaba el aire contenían 100

ml HZSO40,01 o l M).

o “control” vs. “C02”: se ofreció una corriente de aire limpia (100 ml HZSO40,01 o

l M) y otra enriquecida con dióxido de carbono en diferentes concentraciones.

Para evitar eventuales errores de asimetría espacial o sesgo ambiental, las

corrientes de COz/control eran intercambiadas de manera aleatoria.

Los experimentos se realizaron en condiciones de oscuridad funcional para los

insectos. Los animales eran monitoreados desde afuera del cuarto experimental con

una videocámara sensible a luz infrarroja de 900 nm de longitud de onda, la cual no es

percibida por las vinchucas (Reisenman et aL, 1998).

Cada insecto fue utilizado en un único ensayo y luego descartado.
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Análisis de los datos

Se utilizó estadística circular para el análisis de las trayectorias desplegadas

por los insectos (Batschelet, 1965; Zar, 1984; Fisher, 1993). Este tipo de análisis

permite evaluar componentes como la dirección promedio elegida por los animales

durante su recorrido (ángulo medio o 0L),así como también la intensidad con la que

los individuos mantuvieron una dirección determinada (largo del vector resultante o

r).

Se calcularon parámetros circulares, como el ángulo medio (on) de

desplazamiento de cada insecto durante el tiempo experimental, y a continuación para

cada grupo experimental se calculó un vector medio, conformado por el ángulo medio

(am) y el largo del vector resultante (r). Los valores de 0Lse extienden de 0° a 360° y

los de r entre 0 y 1 (0 indica una dirección de marcha no definida o azarosa y l una

dirección determinada). La posición de la corriente cargada con el estímulo fue

convencionalmente situada a 0° y la corriente control a 180°. Por lo tanto, durante los

experimentos se evaluó la orientación de los individuos con respecto a la dirección

angular 0°.

Para el análisis estadístico de los datos se utilizó la prueba de Rayleigh, en la

que se propone como hipótesis nula Ho: Ia población de datos se encuentra

uniformemente distribuida alrededor de un círculo, y esto implica que no hay una

dirección de marcha definida, y como hipótesis alternativa Ha: la población no sigue

una distribución uniforme. En el caso en que los datos se apartaban significativamente

de una distribución uniforme, se aplicaba la prueba V (Greenwood y Durand, 1955;

Durand y Greenwood, 1958) para evaluar si el ángulo medio (am) calculado era

estadísticamente distante del ángulo medio esperado (i.e., la posición del estímulo o

0°).
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Para analizar posibles diferencias con respecto a la dispersión angular entre los

grupos experimentales, se calcularon las distancias angulares medias (da) a partir de

cada ángulo medio individual (oq) con respecto al ángulo esperado (0°) (i.e., da.=a¡­

0°) (Wallraff, 1979). Las distancias angulares se calcularon para aquellos grupos

experimentales que presentaron orientación positiva hacia una fuente de estimulación.

Para el análisis estadístico de este parámetro se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis (el

valor critico se aproximó a una distribución Chi-Cuadrado), seguida por la prueba de

comparaciones múltiples a posteriori de Tukey para estadística no paramétrica (Zar,

1984).

Adicionalmente, se calculó un índice de orientación (IO), multiplicando el

coseno del ángulo medio (am) por el largo del vector resultante (r),

IO = cos (am) * r.

El índice de orientación permite una fácil visualización de los datos, ya que

integra los parámetros de a y r. El índice varía de —1a 1, siendo —1orientación “en

contra” de la corriente transportadora del estímulo y l orientación “de cara” a la

corriente de aire transportadora del estímulo.

Se calcularon también los siguientes parámetros a partir de las trayectorias

individuales: distancia total recorrida (cm); tiempo total del recorrido (seg); velocidad

media de marcha (cm seg", calculada como la distancia total recorrida por el tiempo

total del recorrido). Se calculó también el índice de linealidad, dividiendo

desplazamiento efectivo del insecto por la distancia total recorrida. Este último puede

tomar valores de l, para trayectorias perfectamente rectilíneas o menores a 1 para

recorridos sinuosos. Los datos lineales se analizaron por medio del análisis de la

varianza (ANOVA) de un factor (Zar, 1984). En todos los casos se comprobaron los

supuestos de normalidad (distribución normal de los residuos por la prueba de
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Lilliefors, p<0,01) y de homogeneidad de las varianzas (a través de la prueba de

Bartlett, p<o,01).

Resultados

Respuesta de Triatoma intestans al C02

Las vinchucas sobre el compensador de marcha y en ausencia de corrientes de

aire (“sin aire” vs. “sin aire”) no mostraron una orientación definida de locomoción

(índice de orientación=0.05; N=30; prueba de Rayleigh, n. 5.). Tampoco lo hicieron

cuando ambas corrientes de aire fueron ofrecidas sin estímulos químicos o “control”

vs “control”. Sin embargo, las larvas de T. infestans fueron capaces de detectar y

orientarse hacia corrientes enriquecidas con dióxido de carbono. A modo de ejemplo,

se muestra en la Figura 2.2, cómo la presencia de dióxido de carbono modifica el

comportamiento de locomoción de T. infestans.
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Figura 2.2. Registros individuales de trayectorias de 6 larvas de T. infestans al ser

estimulados con: a-c) “control” vs. “control”, dos corrientes de aire carentes de claves

olfativas con niveles de dióxido de carbono ambiente (400i20 ppm) y d-t) “control”

vs. “C02”, una corriente limpia y la otra enriquecida con 1500 ppm de C02 sobre el

nivel ambiental. Los círculos llenos indican el punto de partida de un individuo. Las

flechas vacías señalan la dirección de la corriente de aire “control” y la llena la

dirección de la enriquecida con “C02”.

a-:> fi 4: d'mw <­

b- =1> <= e- r:> W <­

°-=> 133 <2”f'=>fi
1m

_
Las vinchucas fueron significativamente atraídas por la corriente de aire

cargada con C02 al ser estimuladas con niveles de al menos 400 ppm por encima de

los valores ambientales (Fig. 2.3; prueba V,para 400 ppm: u(4o)=2,6p<0,005; para 800

ppm: u(4o)=3,8p<0,0005; para 1500 ppm: u(4o)=6p<0,0005 y para 2300 ppm u(4o)=6,9

p<0,0005). Por debajo de esta concentración los insectos caminaron sin un rumbo
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definido sobre la esfera (prueba de Rayleígh, en todos los casos n. s.). Por lo tanto, el

umbral de respuesta a dióxido de carbono de las vinchucas se sitúa entre 300 y 400

ppm sobre el nivel ambiental de C02 (Fig. 2.3).

Figura 2.3. Orientación de T. infesrans a corrientes enriquecidas con diferentes

concentraciones de dióxido de carbono. Las abcisas indican cantidades de C02 sobre

el contenido del aire ambiental. Los resultados se expresan a través del índice de

orientación el cual integra la dirección media de desplazamiento (am) y la intensidad

de la respuesta (r) de los insectos (-1 indica orientación en contra del estímulo y 1

orientación hacia la fuente del estímulo). Los asteriscos señalan la ocurrencia

simultánea de dos condiciones: existencia de diferencias estadísticas con respecto a

una distribución uniforme, y la dirección media de desplazamiento no distinta de la

posición del estímulo (0°); en ambas condiciones p<0,05. Los diagramas en roseta

representan la frecuencia de ángulos que desplegaron los animales, la cual es

proporcional al área cada sector circular (intervalos de 10°). Las líneas en los

diagramas describen el ángulo medio (am) y el intervalo de confianza al 95%. Los

círculos vacíos indican la posición de la corriente “control” (0 ppm sobre el nivel

ambiente) y los círculos llenos la posición de la corriente cargada con “C02”. El

número de insectos analizados se indica entre paréntesis.
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Sobre el nivel umbral de respuesta, los animales generalmente mantuvieron un

curso de marcha algunos grados desviados hacia la izquierda o la derecha y no

precisamente en línea recta hacia la fiJente de C02 (0°) (Fig. 2.3). De la comparación

estadística de los datos mostrados en la Figura 2.3 (ver diagramas en roseta) se

desprende que existen diferencias significativas en la dispersión angular de aquellos

grupos estimulados con niveles de C02 por encima del umbral (desde 400 ppm a 2300

ppm) (prueba de Kruskal-Wallis, H(3)=14,2p<0,003). La dispersión angular (da.)se

reduce gradualmente a medida que la concentración de dióxido de carbono se

incrementa de 400 a 2300 ppm (da, 400 ppm=70i7°; 800 ppm=59i9°; 1500

ppm=4li6° y 2300 ppm=35i3°). En los animales expuestos a 400 ppm se observó

una mayor desviación en la orientación a C02 que en aquellas vinchucas estimuladas

con 1500 y 2300 ppm de C02 (prueba de comparaciones múltiples de Tukey, Qm

4)=4,8y Q0”,4)=4,4 respectivamente; p<0,05 en ambos casos) (Fig. 2.3).

A partir de la comparación, de los distintos parámetros calculados que refieren

a la actividad locomotora de las vinchucas entre los grupos experimentales: “sin aire

vs. sin aire”, “control vs. control” y “control vs. C02” en diferentes concentraciones,

no se observaron diferencias estadísticas para la distancia total recorrida (intervalo:

129 —290 cm), ni para el tiempo total del recorrido (103 - 120 seg), ni para la

velocidad media de marcha (1,0 - 2,2 cm sec"), incluyendo aquellos grupos que

mostraron orientación positiva por una corriente enriquecida con C02 (ANOVA, en

todos los casos n. s.). Por su parte tampoco se encontraron diferencias significativas

en cuanto al índice de linealidad (0,48 — 0,61) entre los grupos mencionados

(ANOVA, n. s.).
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Efecto del ayuno

Se analizó el efecto que el ayuno prolongado podría ejercer sobre el umbral de

sensibilidad de las vinchucas al dióxido de carbono. Animales ayunados por 60 días

posteriores a la ecdisis, y estimulados con una corriente enriquecida con 300 ppm de

C02 caminaron al azar sobre la esfera, mientras que aquellas vinchucas a las cuales se

les ofreció una corriente con 400 ppm mostraron una atracción significativa hacia la

fuente de emisión de C02 (Tabla 2.2). Estos resultados concuerdan con los

presentados para animales de menor ayuno (20 a 30 días) previamente analizados (ver

Fig. 2.3). Consecuentemente, las vinchucas no demostraron variación en la

sensibilidad a C02 en un intervalo de 20 a 60 días posteriores a la muda.

Tabla 2.2. Orientación de larvas de T. inflestans ayunadas por 60 días al C02

C02 (ppm) N Índice de Prueba de Prueba V

Orientación Rayleigh

300 20 0,12 n.s. ­

400 20 0,42 s 2,65

(p<o_005)

Modulación temporal de Ia respuesta

Teniendo en cuenta la marcada organización temporal que presenta T.

infestans en varios comportamientos, e.g., un patrón bimodal de actividad espontánea

de locomoción con picos al inicio y al final de la escotofase, se estudió la modulación

temporal de la respuesta al dióxido de carbono por parte de estos insectos. Los

experimentos se llevaron a cabo durante 4 momentos diferentes del día: “temprano” y

“tarde” durante la fotofase y “temprano” y “tarde” durante la escotofase (Fig. 2.4).
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Figura 2.4. Orientación de T. infestans a diferentes concentraciones de dióxido de

carbono (400, 1500 y 2300 ppm) durante distintos momentos del día, i.e., fotofase y

escotofase. Los asteriscos indican la ocurrencia simultánea de diferencias estadísticas

de una distribución uniforme y una dirección media de desplazamiento no distante de

la posición del estímulo (0°) (p<0,05). Entre paréntesis se indica el número de insectos

estudiados.
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Durante los dos períodos que comprendían la fotofase, las vinchucas no se

orientaron con una dirección definida sobre el compensador de marcha frente a

distintas concentraciones supraumbrales de C02 (prueba de Rayleigh, en todos los

casos n. s.). Respuestas comportamentales similares se observaron en los ensayos

realizados durante el período “tarde” de la escotofase (prueba de Rayleigh, en todos

los casos n. s.). Por el contrario, se encontró orientación hacia la corriente de aire

enriquecida con C02 durante el período “temprano” de la noche, para todas las

concentraciones de dióxido de carbono ensayadas (prueba V, para 400 ppm: u(20)=2,3

p<0,02; para 1500 ppm: u(20)=4,3p<0,0005 y para 2300 ppm: u(20)=4,6p<0,0005).

Discusión

Triatoma infestans, como otros insectos hematófagos, responde a corrientes de

aire cargadas con diferentes concentraciones de dióxido de carbono sobre el nivel

ambiental (i.e., anemotaxis mediada por C02). En este capítulo se analizaron

diferentes aspectos de dicha respuesta, e.g., umbrales de sensibilidad, patrón temporal,

etc., utilizando un bioensayo de lazo abierto basado en la discriminación simultánea

de dos corrientes de aire. Tanto en condiciones de ausencia de corrientes de aire (“sin

aire” vs. “sin aire”) como cuando se les presentó a los insectos dos corrientes opuestas

y sin claves olfativas (“control” vs “control”), los animales caminaron sin rumbo

definido. En cambio, cuando una de las dos corrientes era enriquecida con C02,

desplegaron una preferencia por caminar “de cara” hacia dicha corriente.

T. infestans resultó ser atraído por el dióxido de carbono cuando éste fue

presentado en concentraciones mayores a 300-400 ppm sobre el nivel ambiental (en

75



Romina B. Barrozo El dióxido de carbono

las condiciones de los ensayos: 400i20 ppm). Este valor se refiere a la respuesta a una

corriente enriquecida con dióxido de carbono como compuesto único, pero la

sensibilidad de las vinchucas no es estática pudiendo ser modulada por otros factores

(ver más adelante, Capítulo 5). La sensibilidad comportamental de T. infestans a C02

puede ser comparada con la de otros artrópodos hematófagos, a fin de apreciar su

sensibilidad a este estímulo. Stomoxys calcitrans desarrolla un comportamiento de

anemotaxis positiva o desplazamiento “de cara” a una corriente de aire, así como

también incrementa su actividad de vuelo cuando es estimulada con 60-100 ppm de

C02 sobre el nivel ambiental (Wames y Finlayson, l985a, b; Schofield et aL, 1997).

Aedes aegypti vuela “de cara” en plumas de olor cargadas con 500 ppm de C02 por

encima de los valores ambientales (Geier e! al., 1999a). La garrapata, Amblyomma

variegatum, es activada por 1500 ppm de C02 y atraída hacia una fuente de 4500 ppm

de C02 en experimentos realizados en un túnel de viento (Steullet y Guerin, 1992).

La concentración de dióxido de carbono en la atmósfera es cercana a 300 a

400 ppm, mientras que la exhalación humana alcanza valores cercanos a los 45000

ppm. Por otra parte, la liberación de dióxido de carbono por la piel del cuerpo humano

es muy baja, alcanzando alrededor del 0,25% de lo producido por los pulmones

(Frame et aL, 1972). Respecto al fondo ambiental sobre el cual estas cantidades son

liberadas es variable, en condiciones naturales el contenido de C02 de la atmósfera en

un lugar determinado puede variar considerablemente, dependiendo de la hora del día

y de la densidad de la vegetación del lugar (Gillies, 1980). En este punto debe

mencionarse que, a pesar de la alta sensibilidad de los insectos y las grandes

cantidades de dióxido de carbono emitida por los vertebrados, la detección de un

hospedador potencial por medio de esta clave es limitada debido a la marcada

disminución de la concentración de C02 con la distancia (Gillies y Wilkes, 1972;
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Warnes y Finlayson, 1985b).

Los insectos triatominos viven en ambientes relativamente cerrados que

comparten con sus hospedadores. En consecuencia, en estos ambientes, el contraste

entre el nivel ambiente de C02 y una fuente emisora, como un hospedador es menor

que en áreas abiertas, y también lo es la distancia de búsqueda. Para tener una idea

acerca de la distancia máxima a la cual una vinchuca podría detectar niveles de

dióxido de carbono emanados por un hospedador, se midió el C02 emitido desde la

boca de un ser humano de 70 kg con el aumento de la distancia, en un área cerrada

pero amplia, con un sensor para C02 (descripto en Materiales y Métodos). Se observó

que la detección de C02 disminuye exponencialmente con la distancia y cae a valores

por debajo del umbral de percepción de las vinchucas alrededor de los 0,80 m, y no

puede distinguirse del nivel ambiental de fondo a l m de la fuente de emisión.

Los experimentos aquí presentados permitieron analizar diferentes parámetros

de la respuesta de T. infestans, al ser estimulada con una corriente enriquecida con

dióxido de carbono. En promedio, las vinchucas mantuvieron una trayectoria en

dirección al estímulo, i.e., conservando un ángulo de aproximadamente 0°, aunque se

observó una dispersión angular cuya magnitud dependió significativamente de la

concentración de C02 (Fig. 2.3, diagramas en roseta). Sin embargo, cuando se calculó

el índice de linealidad para trayectorias individuales, no se observaron diferencias

significativas del índice con la concentración de C02. Este hecho sugiere que la

dispersión angular de cada grupo experimental estaría más relacionada a diferencias

en el ángulo de aproximación individual que a la sinuosidad del recorrido de cada

animal.

Otros artrópodos caminadores utilizan corrientes de aire para orientarse

cuando no disponen de otras claves, orientándose con ángulos que van desde una

77



Romina B. Barrozo El dióxido de carbono

dirección “de cara” a una “perpendicular” a la corriente (Bell et aI., 1995). Por

ejemplo, los escarabajos del estiércol o peloteros Geotrupes spp., así como también

los escorpiones, eligen orientarse con ángulos entre 27° y 32° relativos a la dirección

de la corriente de aire (Linsenmair, 1968; 1969), y la dirección media de orientación

anemotáctica de la cucaracha BIaberus craniifer es de 30° (Bell y Kramer, 1979). La

desviación del 0° se reduce con la presencia de un estímulo. Esto fue observado para

Periplaneta americana, donde el incremento en la concentración de la feromona

sexual por parte de hembra modificaba la trayectoria del macho (Bell y Kramer,

1980). Estos autores también mostraron que cuando la concentración aumentaba, el

macho se desplazaba en una dirección más rectilínea a la fiiente de emisión. En Ips

paraconfusus se observó una menor desviación en la dirección de marcha con

respecto a la posición del estímulo con el incremento de la concentración de la

feromona sexual de la hembra (Akers y Wood, 1989). Es interesante destacar que

hasta el momento no existe en la literatura información que describa un fenómeno

similar en insectos hematófagos.

Además de la orientación, no se observó un incremento en la actividad general

de las vinchucas, medida como velocidad media de marcha, tiempo total del recorrido

y distancia total recom'da, al estimular a las vinchucas con corrientes de aire

enriquecidas con distintas concentraciones dióxido de carbono. Estos resultados

concuerdan con observaciones previas hechas por Núñez (1982), quien utilizando

actógrafos no encontró, en la especie Rhodnius prolixus, un efecto activante por parte

del dióxido de carbono. En el caso de T. infestans, Taneja y Guerin (1995) observaron

en experimentos realizados en un compensador de marcha que, olores de ratón

provocaban un incremento en la velocidad de locomoción de los insectos, hecho que

se desvanecía cuando se utilizaba como estímulo una corriente de aire cargada con
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6000 ppm de C02. Por el contrario, Guerenstein y Guerin (2001) observaron que estas

chinches caminaban más rápido en el compensador cuando se les ofrecía a una

corriente de aire cargada con 1000 ppm de dióxido de carbono. De los resultados

presentados en este capítulo, se puede especular que el contacto con la esfera del

compensador de marcha, provocaría en las vinchucas una aumento en la actividad

locomotora basal. Esto estaría sustentado por el hecho de que animales ubicados sobre

el compensador en ausencia de corrientes de aire no mostraron diferencias en cuanto a

los parámetros de actividad locomotora con respecto a los demás grupos

experimentales. Así, el agregado de un estímulo modulador del comportamiento de

orientación de las vinchucas, como el C02, modificaría la dirección pero no la

velocidad de desplazamiento, bajo estas condiciones experimentales.

T. infestans vive en estrecha asociación con el hombre y como consecuencia

de esto, su provisión de alimento es más o menos permanente. Así, la frecuencia de

alimentación de estos insectos dependería principalmente de la motivación individual

para alimentarse. Esta predisposición podría incrementarse con el tiempo de ayuno y

eventualmente expresarse a nivel comportamental como una disminución en el umbral

de respuesta a aquellos estímulos asociados con los hospedadores, como el C02. Este

no sería el caso de T. infestans, dado que no mostró ningún cambio en el umbral de

sensibilidad al dióxido de carbono con el incremento del tiempo de ayuno. Aunque no

hay muchos datos disponibles al respecto en otros insectos hematófagos, Wames y

Finlayson (1986) observaron, a nivel sensorial, un aumento en la sensibilidad al

dióxido de carbono en los receptores antenales de S. calcitrans con el aumento del

tiempo de ayuno. Se ha descripto también una modulación en la sensibilidad de

respuesta frente claves provenientes del hospedador en diferentes estados fisiológicos

del mosquito A. aegypti luego de una ingesta de sangre (Klowden, 1994). Así, tanto el
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comportamiento de búsqueda del hospedador como la sensibilidad de los receptores

sensoriales al ácido láctico disminuyen por la acción de un neurope’ptido presente en

la hemolinfa y de la distensión de la pared abdominal luego de una ingesta de comida

en los mosquitos (Davis, 1984; Brown et aI., 1994; Klowden, 1994; 1995).

La sensibilidad de T. infestans al dióxido de carbono varió con la hora del día.

Se estudió aquí la respuesta de estos insectos nocturnos al C02 durante la fotofase y la

escotofase, incluyendo los dos períodos de mayor actividad espontánea, i.e., al

comienzo y al final de la noche (Lazzari, 1992). La atracción por dióxido de carbono

sólo se hace evidente durante las primeras horas de la noche. Este hallazgo es

sorprendente, pero concordante con evidencias previas en el uso de estas ventanas

temporales por las vinchucas. Se ha propuesto que al comienzo de la noche la

actividad estaría asociada principalmente a la búsqueda de alimento, mientras que

hacia el final de la noche la motivación principal sería la localización de un refugio

(Lazzari, 1992; Lorenzo y Lazzari, 1998). Dado que el dióxido de carbono es una

clave directamente relacionada con el hospedador, una máxima sensibilidad a este

compuesto durante el momento en que las vinchucas se encuentran buscando alimento

refuerza esta hipótesis. Sería interesante en el futuro analizar si esta modulación

podría ocurrir a nivel sensorial, como sucede en algunos insectos hematófagos con

otras claves asociadas al hospedador (Davis, 1984) o a nivel central, como en el caso

de la respuesta fototáctica de T. infestans (Reisenman et aL, 1998; 2002). En la

literatura es posible encontrar abundantes trabajos en cuanto a la modulación diaria de

la respuesta de diversos insectos a señales feromonales (e.g., Baker y Cardé, 1979;

Zhukovskaya, 1995; Linn et al. 1996, etc.). Sin embargo, poco se conoce al respecto,

en relación con las respuestas comportamentales a claves provenientes del hospedador

en insectos hematófagos (Brady, 1975).
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CAPÍTULO 3

CONTROL TEMPORAL DE LA

RESPUESTA DE LAS VINCHUCAS AL

DIÓXIDO DE CARBONO

Introducción

La presencia de ritmos circadianos ha sido demostrada en casi todos los

organismos eucariotas desde unicelulares hasta el ser humano. Estos ritmos se

caracterizan por oscilar de manera autosostenida con un período espontáneo cercano a

24 hs y obedecer reglas impuestas por marcapasos internos (Page, 1989). Pueden ser

entrenados o sincronizados por factores ambientales de variación periódica regular,

tales como el ciclo día/noche, dentro de ciertos límites de frecuencia (Aschoff, 1989).

La señal más importante que actúa como agente sincronizador o Zeitgeber de los

ritmos circadianos es la alternancia de períodos de luz y oscuridad. Esto es debido,
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probablemente, a su mejor relación señal/ruido, en comparación con otras variables

cíclicas, tales como la variación diaria de la temperatura ambiente, presión

atmosférica, etc.

En Triatoma infestans se ha demostrado la existencia de una marcada

organización circadiana de numerosas actividades, e.g. actividad locomotora

espontánea, eclosión de huevos, ecdisis, oviposición, termopreferencia, sensibilidad

visual, etc. (Ampleford y Steel, 1982; Constantinou, 1984; Vafopoulou y Steel, 1990;

Lazzari 1991, 1992; Reisenman et aL, 1998, 2002; Minoli y Lazzari, 2003). En

general, los diferentes procesos fisiológicos y comportamentales que siguen un patrón

diario de expresión, tienen lugar en alguna de las dos ventanas temporales: al

comienzo y/o al final de la escotofase .

Como se demostrara anteriormente en el Capítulo 2, existe una modulación

diaria en la sensibilidad de la respuesta de las vinchucas al dióxido de carbono, que

está limitada al comienzo de la escotofase. Este resultado concuerda con diversos

ritmos de respuesta a olores que han sido descriptos en otros insectos. En artrópodos

filogenéticamente distantes, como mariposas y cucarachas, los machos poseen ritmos

diarios de percepción de la feromona liberada por las hembras, que además han

demostrado estar controlados por un reloj endógeno (Baker y Cardé, 1979; Liang y

Schal, 1990; Linn et al. 1996). En las moscas hematófagas tse-tse, se han observado

ritmos diarios de sensibilidad y de orientación hacia claves asociadas con el

hospedador (Brady, 1975; Van der Goes van Naters et aL, 1998). El ritmo diario de

sensibilidad a C02 en T. infestans resulta de particular interés debido a que no está

directamente vinculado a todo el período de actividad de las vinchucas, sino limitado

a un cierto intervalo del mismo. Además, las vinchucas han demostrado ser un modelo

adecuado para el estudio del control de los cambios diarios en la sensibilidad olfativa.
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Este capítulo se centra en el estudio de la variación diaria de la respuesta al

dióxido de carbono en T. infestans, enfocando específicamente en el análisis de las

bases cronobiológicas de este comportamiento.

Materiales y Métodos

Animales

Los ensayos se realizaron utilizando larvas de 4'° estadio de T. infestans.

Luego de la ecdisis, los insectos fueron mantenidos sin alimentar durante 20 días

hasta el comienzo de los experimentos.

Regímenes de entrenamiento

Todos los insectos se mantuvieron en una cámara a temperatura constante

(26°C). Se los entrenó bajo un régimen de iluminación de 12 hs luz / 12 hs oscuridad

por tres días y luego fueron transferidos a una de las siguientes tres condiciones: l) 3

días con el mismo régimen de iluminación que durante el entrenamiento (L/O), 2) 3

días en oscuridad constante (0/0), o 3) 3 días en iluminación constante (L/L). Al

cuarto día se midió la respuesta de orientación de las vinchuca al dióxido de carbono

en diferentes horas de día, de manera de cubrir un ciclo de 24 horas. Los datos

individuales fueron agrupados en intervalos de dos horas.

Dispositivo experimental y sistema de estimulación

La orientación de las vinchucas fue analizada utilizando el compensador de

marcha descripto anteriormente (ver Capítulo 2).
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Las larvas de T. infesrans fueron estimuladas con dos corrientes de aire

continuas, filtradas y opuestas, dirigidas a la posición del insecto, como se detalló en

el Capítulo 2. Una de las corrientes fue enriquecida con 1500 ppm C02 sobre el nivel

ambiental, mientras que la otra transportaba aire ambiental (0 ppm sobre el valor

ambiental, 400120 ppm). El dióxido de carbono era generado a través de la mezcla de

soluciones 0,2 M de N32C03 y l M de H2804, tal como se describió en el Capítulo 2.

Para evitar eventuales errores de asimetría espacial o sesgo ambiental, las

corrientes de COz/control eran intercambiadas de manera aleatoria.

Protocolo experimental

A la vinchuca ubicada sobre el compensador de marcha se le otorgaban dos

minutos de aclimatación a la situación experimental, en ausencia de corrientes de aire.

Posteriormente, comenzaba el registro de comportamiento por 3 minutos, en presencia

de ambas corrientes.

Los experimentos fiJeron realizados en oscuridad funcional para los insectos.

Por ello, el comportamiento de los animales era monitoreado desde afuera del cuarto

experimental con ayuda de una videocámara sensible a luz infrarroja (de la manera

descripta previamente en el Capitulo 2).

Cada insecto era utilizado una sola vez y era luego descartado.

Análisis de los datos

Se calculó el or¡de desplazamiento individual de cada insecto, de la forma ya

descripta en el Capítulo 2. Para cada intervalo de 2 horas, los or¡de los insectos bajo el

mismo tratamiento fueron promediados, obteniendo un vector resultante definido por

las variables crm y r. A la corriente enriquecida con C02 se le asignó
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convencionalmente la posición 0° y a la control la posición 180°. La orientación de las

vinchucas se evaluó estadísticamente mediante la prueba de Rayleigh y con la prueba

V para evaluar cuán distante se encontraba el am de la posición del estímulo (0°)

(p<0,05) (Batschelet, 1965; Zar, 1984; Fisher, 1993).

Los datos se representaron gráficamente a través del índice de orientación, el

cual toma valores que van desde -l (orientación “en contra” de la corriente de aire

experimental cargada con C02 o hacia 180°) a 1 (orientación “de cara” a la corriente

de aire cargada con C02 o hacia 0°) (ver Capítulo 2).

A partir de las trayectorias individuales, se calculó la distancia total recorrida

(cm), como un indicador de la actividad locomotora de los insectos. Este parámetro

fue comparado entre intervalos de dos horas para cada régimen de iluminación, por

medio del análisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Zar, 1984). En todos los

casos se comprobaron los supuestos de normalidad (distribución normal de los

residuos por la prueba de Lilliefors, p<0,0l) y de homogeneidad de las varianzas (a

través de la prueba de Bartlett, p<0,0l).

Resultados

La Figura 3.1 muestra el índice de orientación de larvas de Triatoma infizstans

entrenadas a diferentes regímenes de iluminación y expuestas a corrientes de aire

enriquecidas con 1500 ppm C02 sobre el nivel ambiental. Las vinchucas sometidas a

condiciones de L/O y O/O mostraron una modulación diaria en su respuesta a dióxido

de carbono (Fig. 3.1a-b). Por el contrario, aquellos insectos mantenidos en
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condiciones constantes de iluminación (L/L) no exhibieron diferencias en su respuesta

de orientación al C02 en función de la hora del día (Fig. 3. lc).

A lo largo del día real (L/O) o del día subjetivo (O/O y L/L), los insectos

mostraron trayectorias con distribuciones uniformes entre 0° y 360°, i.e. no

manifestaron una tendencia de orientación particular (prueba de Rayleigh, en todos

los casos n. s.)

Figura 3.1a-c. Ritmo diario de orientación hacia una fuente de C02 de 1500

ppm sobre el nivel ambiental en larvas de T. infesrans. Las vinchucas fueron

entrenadas durante 3 días bajo un régimen de 12 hs luz] 12 hs oscuridad, L/O

(indicado por la barra horizontal superior) y luego sometidas a L/O, oscuridad

constante (0/0) o iluminación constante L/L a lo largo de 3 días adicionales hasta el

inicio de los experimentos. Los asteriscos señalan la ocurrencia simultánea de

diferencias estadísticas con respecto a una distribución uniforme (prueba de Rayleigh,

p<0,05) y una dirección media que no difiere estadísticamente de la posición del

estímulo (prueba V, p<0,05). El índice de orientación varía entre —l (orientación en

contra del estímulo) y l (orientación hacia la posición del estímulo). Las líneas

continuas indican la distancia total recorrida (cm) para cada intervalo temporal y para

cada régimen de iluminación. Durante cada intervalo de 2 horas se utilizaron entre 15

y 28 larvas bajo el régimen L/O, 15 y 27 bajo O/O y 15 y 25 bajo L/L.
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Sin embargo, durante la noche real de los insectos bajo un régimen de L/O y

durante la noche subjetiva en aquellos en O/O, fue evidente una dirección de

locomoción preferida en ciertos intervalos de tiempo. Las vinchucas sometidas a L/O

se orientaron hacia la corriente de aire enriquecida con dióxido de carbono durante el

segundo intervalo luego de que se apagara la luz (prueba V, u(20)=4,3p<0,0005), i.e.

entre la segunda y la cuarta hora de oscuridad, y caminaron sin rumbo definido o

azarosamente sobre la esfera durante el resto de la noche (Fig. 3.1a). Bajo condiciones

de oscuridad constante (O/O), se observó en las chinches una fuerte atracción por la

fuente de dióxido de carbono durante el primer intervalo de la escotofase subjetiva

(prueba V, u(25)=3,6 p<0,0005) (Fig. 3.1b). Es decir, se observó un avance de

alrededor de 2 horas en la ocurrencia de una respuesta positiva al C02 respecto de

aquellas larvas mantenidas en condiciones de L/O. Como en el régimen L/O, las

vinchucas bajo O/O sólo manifestaron orientación al dióxido de carbono en una

ventana temporal específica durante la noche. Por su parte, los animales sometidos a

condiciones de iluminación continua (L/L) no mostraron una respuesta de orientación

rítmica por este compuesto (prueba de Rayleigh, en todos los casos n. s.) (Fig. 3.1c).

La distancia total recorrida no varió con la hora del día, ni con ninguno de los

tres regímenes de iluminación, tal como muestra la Fig. 3.1a-c (ANOVA, en todos los

casos n. s.; intervalo de distancia total recorrida para L/D: 100-210 cm; para D/D:

123-205 cm y para L/L: 120-198 cm).
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Discusión

Los insectos triatominos poseen una elevada organización temporal de su

comportamiento. La motivación para responder a una fuente de dióxido de carbono de

concentración similar a la emitida por un hospedador en estos insectos puede ser

agregada a la lista de procesos modulados en el tiempo. Los resultados presentados en

este capítulo demuestran que la respuesta de T. infestans a uno de los principales

estímulos asociados al hospedador está endógenamente limitada a una estrecha

ventana temporal al comienzo de la noche.

T. infestans despliega una actividad locomotora espontánea durante toda la

noche, con dos picos marcados, similares en intensidad, al comienzo y al final de la

noche (Lazzari, 1992). Sin embargo, la respuesta al C02 no está directamente

relacionada con la actividad general de las vinchucas, sino que está limitada a sólo un

corto período durante del comienzo de la noche. Los dos picos de actividad

mencionados han sido vinculados con la búsqueda de alimento y de refugio,

respectivamente (Lazzari, 1992). Lorenzo y Lazzari (1998) demostraron que un

mayor número de vinchucas se alimentan cuando se les ofrece comida al inicio de la

noche, que cuando se les ofrece al final. Estos mismos autores describieron también la

dinámica de explotación de los refugios, especulando sobre el significado biológico

de los dos picos de actividad. Los experimentos presentados en el presente capítulo

confirman que la motivación de las vinchucas para alimentarse es parcialmente

independiente del patrón de actividad y se expresa como una variación en la respuesta

al dióxido de carbono.

Se ha demostrado, además, que la expresión temporal de la respuesta al

dióxido de carbono no depende de variables cíclicas ambientales, sino que se
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encuentra bajo el control de un reloj endógeno. La persistencia del ritmo bajo

condiciones de oscuridad constante demuestra que se trata de una oscilación

autosostenida, con un período cercano pero distinto a 24 hs. Se concluye, por lo tanto,

que se trata de un ritmo verdaderamente circadiano. Como es previsible para animales

nocturnos según las reglas de Aschoff, el período de este ritmo en condiciones de O/O

fue más corto al exhibido por los insectos entrenados en un régimen L/O (12:12 hs).

Luego de 3 días en O/O las vinchucas exhibieron una respuesta máxima durante el

intervalo temporal previo (i.e., 2 horas antes) al que lo hicieran los animales

entrenados. Este resultado también concuerda con otros ritmos circadianos ya

descriptos para esta especie.

Por otro lado, la respuesta rítmica hacia una corriente de aire enriquecida con

C02 desapareció bajo L/L. Sin embargo, este hecho no necesariamente significa que

la respuesta de orientación de T. infestans al C02 permanece en niveles bajos durante

todo el día, como podría ser erróneamente interpretado de una inspección superficial

de la Fig. 3.1-c. Esto ocurre porque la figura representa la respuesta promedio de

grupos de insectos, mas que desempeños individuales. Por lo tanto, en ausencia de un

ritmo sincronizado por señales externas o internas, cada individuo podría estar

expresando una respuesta de orientación en diferentes momentos del día en intervalos

irregulares. Sin embargo, si el ritmo persiste, como en L/O o en O/O, los animales

coinciden temporalmente expresando su respuesta máxima en el mismo momento del

día. Un decremento de la actividad general bajo L/L también puede ser excluido.

Como se muestra en la Fig. 3.la-c, la actividad locomotora de las vinchucas sobre el

compensador de marcha permanece en el mismo nivel a todas las horas del día y bajo

los tres regímenes de iluminación, i.e., L/O, O/O y L/L.
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Es importante mencionar que este tipo de bioensayo asegura un nivel similar

de activación espontánea en los insectos. Generalmente, los triatominos pasan las

horas del día en akinesis, volviéndose espontáneamente activos durante las horas de la

noche o artificialmente bajo una fuerte estimulación, como por ejemplo, perturbación

mecánica (Wigglesworth y Gillett, 1934). Los niveles de actividad locomotora fueron

similares en todas las horas del día bajo las condiciones experimentales de este trabajo

(Fig. la-c). Como consecuencia, los diferentes niveles de respuesta al dióxido de

carbono no fueron el resultado de diferencias en la predisposición a caminar de los

insectos o a la proporción que abandonó el estado de akinesis durante cada intervalo

de tiempo.

En cuanto a otros insectos hematófagos, los ritmos circadianos de actividad

locomotora han sido ampliamente estudiados en mosquitos y moscas tse-tse (Taylor y

Jones, 1969; Brady, 1972; Jones et aI., 1972; Jones, 1976; Jones, 1982; Rowland,

1989; Pandian, 1994). Sin embargo, no se ha demostrado hasta el momento la

existencia de un control endógeno de las respuestas orientadas hacia claves olfativas,

tales como feromonas, señales de ovíposición u olores del hospedador. Por lo que se

sabe hasta el momento, éste es el primer estudio acerca de las bases cronobiológicas

de un comportamiento guiado por claves olfativas en un insecto hematófago.

El control circadiano de ciertas funciones o actividades provee a los animales

información temporal relevante, e.g. para la ocupación de nichos temporales o para

coordinar actividades entre individuos y especies (Aschoff, 1989), con independencia

de las señales ambientales. Existen numerosos ejemplos de sincronización de

actividades en el espacio y en el tiempo entre los artrópodos. Por ejemplo, ha sido

demostrado en diversas especies de artrópodos, que las hembras y los machos

restringen la liberación y la percepción de feromonas sexuales a la misma ventana
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temporal (Trainer, 1970; Víck et aL, 1973; Dumont y Jeremy, 1992; Rasmy y

Hussein, 1993), y que estos comportamientos pueden estar controlados

endógenamente (Baker y Cardé, 1979). La coordinación temporal de los

comportamientos entre el “emisor” y el “receptor”, y la ocurrencia de éstos en un

momento favorable con respecto a las condiciones del hábitat, son esenciales para una

eficiente localización de la pareja (Linn, 1997), y en otros procesos de la vida de los

insectos (ver más abajo).

Recientemente se ha descubierto que los relojes circadianos pueden no sólo

jugar un papel importante en la regulación de los comportamientos relativos a la

olfación en los insectos, sino que también podrían controlar la recepción

quimiosensorial (Page y Koelling, 2003). El sistema sensorial podría estar controlado

por osciladores localizados en los lóbulos ópticos o en las mismas neuronas

sensoriales primarias (Krishnan el aL, 1999). Paradójicarnente, ambos estudios

realizados en Leucophaea maderae y en Drosophila melanogaster, mostraron una

sensibilidad máxima de los receptores durante momentos del día en que estos

animales permanecen inactivos. En este trabajo de Tesis, realizado a nivel de

comportamiento (i.e., a nivel perceptual), por el contrario, se evidenció una

concordancia entre la respuesta al dióxido de carbono y la actividad de alimentación

de las vinchucas. Es necesario aún realizar trabajo adicional, especialmente acerca del

procesamiento central de la información sensorial, para dilucidar cómo la modulación

temporal de la recepción y de la salida comportamental podrían estar vinculadas.

En este punto, surge entonces la pregunta acerca de cuál sería el significado

biológico de limitar la respuesta de orientación al dióxido de carbono de los

triatominos a una ventana temporal acotada. Como ya se mencionara, estas chinches

cohabitan con sus hospedadores vertebrados, con los que se encuentran en estrecha

92



Romina B. Barrozo Ritmo de orientación al C0;

relación. Estos insectos exhiben una elevada organización temporal de varias de sus

actividades, tales como la oviposición, muda, búsqueda de refugio y de alimento, etc.

El hecho de que estas actividades son desempeñadas durante la noche puede

explicarse por el hecho de que sus hospedadores tienen hábitos diurnos, los cuales

pueden actuar también como predadores cuando están despiertos. Se podría entonces

especular sobre la existencia de una presión de selección positiva para buscar comida

cuando sus hospedadores están descansando, así como una presión de selección

negativa actuando sobre la exposición durante las horas del día, como un mecanismo

de defensa. Sin embargo, este argumento no explicaría por qué la respuesta al C02

está restringida a las primeras horas de la noche y no durante toda la escotofase, es

decir, durante todo el período en que las vinchucas se encuentran activas. Como se

mencionó anteriormente, numerosas actividades se manifiestan en momentos precisos

del día. La dispersión, la alimentación, la salida de los refugios y la oviposición

ocurren al inicio de la noche, mientras que la eclosión de los huevos, la ecdisis y el

retorno a los refugios tienen lugar al final de la escotofase (Ampleford y Steel, 1982;

Lazzari, 1991; Mc Ewen y Lehane, 1993; Lorenzo y Lazzari, 1998; Constantinou,

1984; Lorenzo Figueiras et aI., 1994). Solamente la actividad espontánea de

locomoción se expresa de manera bimodal, i.e. al comienzo y al final de la noche.

Este hecho no es sorprendente, dada la estrecha relación entre la actividad general de

las vinchucas y los diversos procesos que tienen lugar en ambas ventanas temporales.

Así, la mayoría de los procesos con ritmicidad diaria tienen lugar en sólo una de las

ventanas temporales. La marcada atracción por el dióxido de carbono al comienzo de

la noche concuerda con la elevada motivación que expresan las vinchucas para

alimentarse (Lorenzo y Lazzari, 1998), ambos teniendo lugar en el mismo momento.

Luego de alimentarse, las vinchucas permanecen afuera del refugio, donde producen
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una copiosa diuresis antes de retornar a los sitios donde permanecerán inactivos

durante las horas del día. Si la motivación para responder a estímulos del hospedador

y alimentarse se mantuviera constante a lo largo de la noche, muchas chinches se

alimentarían en la noche tardía y, por lo tanto, eliminarían una gran cantidad de

deyecciones y orina en el interior de los refugios. La necesidad de la eliminación de

las excretas afuera de los refugios y su valor como marcas que guían a las vinchucas

hacia los sitios protegidos ha sido discutido previamente (Lorenzo y Lazzari, 1996) y

es consistente con una coordinación temporal de las actividades temporales de

alimentación y regreso al refugio.



CAPÍTULO 4

MODULACIÓN TEMPORAL DEL

ESTÍMULO Y ORIENTACIÓN HACIA

DIÓXIDO DE CARBONO

Introducción

Una fuente de olor, al dispersar sus moléculas en el ambiente, forma lo que se

llama una pluma de olor. Las plumas de olor no son homogéneas sino que conforman

paquetes de olor interrumpidos por acción de la misma naturaleza turbulenta del aire.

Este efecto da como resultado una señal intermitente cuyas características temporales

y espaciales dependen de la distancia a la fuente (Murlis y Jones, 1981; Murlis el aL,

1992; Murlis, 1997) y que puede afectar directamente la orientación de los animales.

Los insectos capaces de orientarse dentro de plumas de olor turbulentas se encuentran

bien adaptados a responder a este tipo de patrones y poseen receptores olfativos con la
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habilidad de descifrar las características temporales del estímulo (Kaissling, 1997). Es

así que machos de diversas especies son capaces de volar o caminar más rápido y

hacer más rectilínea su trayectoria hacia la fuente de estímulo, cuando la señal es

presentada en forma de pulsos. Bajo estas condiciones, los insectos manifiestan una

mayor eficiencia para encontrar la fuente de olor que animales que persiguen una

corriente continua o casi continua (Baker et al., 1985; Kramer, 1986; Mafia-Neto y

Cardé, 1994; Cardé y Mafra Neto, 1997).

En cuanto a los insectos hematófagos, se han hecho diversas conjeturas acerca

de la forma de aproximación de un insecto volador hacia un hospedador potencial y

de las claves olfativas que estarían involucradas (Brady et al. 1989, 1995; Bursell,

1984, 1990). Sin embargo poca es la información que se dispone con respecto a cómo

la orientación en insectos hematófagos se ve afectada por cambios en la estructura de

la pluma de olor (Geier et aL, l999a; Dekker et aI., 2001). Tampoco se conoce cómo

es la distribución espacio/temporal de los olores emitidos por un hospedador. La

mayoría de los trabajos que analizan este aspecto particular se refieren a fuentes

puntuales de olor, como ser por ejemplo una glándula productora de feromonas

sexuales en mariposas. En cambio, un hospedador vertebrado es una fuente de

emisión mucho mayor y por ende es esperable que la estructura de la pluma resultante

de éste posea características diferentes a las conocidas para fuentes pequeñas (Cardé,

1996). Además, una fuente como un hospedador puede emanar olor de dos maneras

distintas: con la respiración por la boca o la nariz, la cual ocurre de manera pausada, a

intervalos más o menos regulares, o a través de la piel de forma uniforme o contínua,

involucrando a corrientes de convección (Willemse y Takken, 1994).

Según Gillies (1980), al estimular al mosquito Aedes aegypti con 2000 ppm de

C02, el número de despegues se ve significativamente incrementado, pero no así la
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duración del vuelo sostenido. Para que esto último suceda, es necesario presentar ese

estímulo de manera pulsada, con una frecuencia de 20 seg en presencia y 20 seg en

ausencia de flujo de aire. Por otro lado, existe evidencia que esta especie de mosquitos

es capaz de orientarse tanto a corrientes de aire continuas como intermitentes,

dependiendo de la calidad del estímulo (Geier et al., 1999a). Plumas intermitentes

fueron necesarias para orientar a los mosquitos cuando C02 era empleado como

estímulo, sin embargo cuando se utilizaron olores de la piel humana sólo se observó

orientación hacia la fuente de estimulación cuando la corriente transportadora de

olores era continua u homogénea (Geier et al., l999a). Por su parte, Dekker er al.

(2001) obtuvieron resultados similares para A. aegypti y Anopheles gambiae. En

ambas especies, una pluma homogénea transportando olores de la piel humana

favoreció la atracción y captura de mosquitos en experimentos utilizando un

olfatómetro. Por otro lado, plumas homogéneas enriquecidas con C02 redujeron la

captura de mosquitos. Lo mismo ocurrió para la combinación de ambos estímulos en

una pluma homogénea.

En este capítulo se analiza cómo la estructura temporal de una corriente de aire

transportadora de un olor, como el dióxido de carbono, podría afectar el

comportamiento de orientación de las vinchucas. En particular, se evaluó la posible

alteración del umbral de sensibilidad al C02 (300-400 ppm) por corrientes de aire

pulsadas, así como la modulación de la precisión de la trayectoria durante la

orientación al C02.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron larvas de T. infestans de 4‘° estadio. Las larvas se mantuvieron

hasta el inicio de los experimentos a 26°C, bajo un régimen de iluminación de 12:12

L:O, y sin alimentar durante 20 días luego de ocurrida la ecdisis. Todos los

experimentos se realizaron durante las primeras horas de la escotofase de los insectos.

Dispositivo experimental y sistema de estimulación

La orientación de las vinchucas fue analizada utilizando el compensador de

marcha descripto anteriormente (ver Capítulo 2).

Las larvas fueron estimuladas con dos corrientes de aire filtradas y opuestas

como se describió en el Capítulo 2. Se utilizaron como estímulos olfativos diferentes

concentraciones de dióxido de carbono (300 y 400 ppm sobre el nivel ambiental de

400i20 ppm) generados a través de la mezcla de las soluciones de Na2C03 (0,04 y

0,06 M) y ¡{2804 (0,01 y 1 M), tal como fuera descripto en el Capítulo 2. Para

estudiar el efecto de modulación temporal de una corriente, se interpuso una válvula

solenoide en una de las dos ramas de circulación del aire, en posición anterior a uno

de los dos recipientes de vidrio (Fig. 2.1 del Capítulo 2). Por medio de la válvula era

posible desviar la corriente de aire de una de las ramas de circulación hacia afuera del

sistema a intervalos regulares y de esta manera generar pulsos en la corriente de

frecuencia y duración variables a voluntad. La frecuencia y duración de los pulsos

(0,5; 1; 2 seg) podían ser controladas por un software diseñado ad hoc en nuestro

laboratorio. La corriente de aire considerada “control” consistía en una corriente

continua con valores ambientales de C02 (o Oppm C02 sobre el valor ambiental), el

98



Romina B. Barraza Estructura temporal del estímulo

recipiente correspondiente a esta corriente de aire sólo contenía H2804 (0,01 o 1 M,

según el caso).

Protocolo experimental

Luego de ubicar a una vinchuca sobre el compensador de marcha, se le

otorgaban dos minutos de aclimatación en ausencia de las corrientes de aire. Luego de

este período, se encendía el flujo principal de aire y comenzaba el registro de

comportamiento por 3 minutos, en presencia de ambas corrientes.

Los insectos fueron asignados al azar a uno de los siguientes tratamientos (12

en total):

I “corriente continua 0 ppm” vs “corriente continua cargada con 0, 300 y

400 ppm C02”;

“corriente continua O ppm” vs “corriente pulsada con una frecuencia de

2 seg cargada con 0, 300 y 400 ppm C02”;

“corriente continua 0 ppm” vs “corriente pulsada con una frecuencia de

l seg cargada con O,300 y 400 ppm C02”;

“corriente continua 0 ppm” vs “corriente pulsada con una frecuencia de

0,5 seg cargada con 0, 300 y 400 ppm C02”.

Para evitar eventuales errores de asimetría espacial o sesgo ambiental, las

corrientes de aire eran intercambiadas de manera aleatoria.

El comportamiento de los animales era observado desde afuera del cuarto

experimental, con ayuda de una videocámara sensible a luz infrarroja que iluminaba la

escena de la manera descripta previamente.

Cada insecto era utilizado sólo una vez y posteriormente descartado.
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Análisis de los datos

Se calcularon los siguientes parámetros circulares: 0L¡de desplazamiento

individual de cada insecto y los componentes del vector resultante am y r de cada

grupo experimental. A la posición de las corrientes cargadas artificialmente con C02 o

a aquellas pulsadas se las designó convencionalmente como 0°. Se evaluó

estadísticamente la orientación de las vinchucas con la prueba de Rayleigh y con la

prueba Vpara evaluar cuán distante se encontraba am de la posición del estímulo (0°)

(p<0,05) (Batschelet, 1965; Zar, 1984; Fisher, 1993). Se calculó la dispersión angular

de cada grupo experimental (ver Capítulo 2) y analizaron las diferencias estadísticas

con la prueba de Kruskal-Wallis (Zar, 1984). Los datos se representaron gráficamente

mediante el índice de orientación (ver Capítulo 2), el cual varía de —l a 1, siendo -1

orientación “en contra” de la corriente de aire experimental (180°) y l orientación “de

cara” a la corriente de aire experimental (0°).

A partir de las trayectorias individuales se calculó el índice de linealidad (IL)

que mide la sinuosidad del recorrido de una vinchuca (ver Capítulo 2). Las diferencias

estadísticas entre grupos experimentales se evaluaron por medio de un ANOVA de un

factor, luego de la comprobación de los supuestos requeridos para la realización de

esta prueba (Capítulo 2).

Resultados

Los insectos estimulados simultáneamente con dos corrientes de aire

continuas, en un caso con ambas corrientes a 0 ppm por encima del nivel ambiental o

en el otro con una de las corrientes enriquecida con 300 ppm de C02 y la otra limpia
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(Fig. 4.1), no manifestaron una orientación definida durante su marcha sobre el

compensador en el tiempo experimental (prueba de Rayleigh, n. s.). Sin embargo, y

como era de esperar de acuerdo a los ensayos descriptos en el Capitulo 2 de la

presente Tesis Doctoral, las larvas fueron significativamente atraídas por la corriente

de aire continua cargada con 400 ppm de C02 (prueba V,u(4o)=3p<0,002).

Figura 4.1. Respuestas de larvas de T. infestans a pulsos de aire de diferentes

frecuencias (continua, 0,5, l, 2 seg). De las 2 corrientes presentadas simultáneamente,

una de ellas siempre se presentó de forma continua y con el nivel ambiental de C02, la

otra podía ofrecerse continua o pulsada, adicionada con O, 300 o 400 ppm de C02

sobre el nivel ambiental. Los asteriscos indican la ocurrencia simultánea de

diferencias estadísticas con respecto a una distribución uniforme y una dirección

media de desplazamiento no distante de la posición del estímulo (0°) (p<0,05). Entre

paréntesis se indica el número de insectos estudiados.
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Las vinchucas estimuladas con una corriente de aire continua y otra en forma

de pulsos de 2 seg de duración bajo las tres condiciones 0, 300 y 400 ppm de CO2,

mostraron el mismo comportamiento que aquellas larvas estimuladas con ambas

corrientes continuas (para 0 y 300 ppm prueba de Rayleigh, n. s. y para 400 ppm

prueba V, u(27)=3,1 p<0,001).

Sin embargo, los animales se orientaron significativamente “en contra” de

pulsos de aire presentados a intervalos de l seg y “de cara” a la corriente de aire

continua cuando ambas corrientes eran presentadas limpias (0 ppm sobre el ambiente)

(prueba V, u(6o)=3,9p<0,0005) o en el caso en que la corriente de aire pulsada era

enriquecida con 300 ppm de C02 (prueba V, u(zo)=2 p<0,02). Por otro lado, los

animales se orientaron significativamente en dirección a la corriente pulsátil a

intervalos de l seg, cuando ésta era cargada con 400 ppm de C02 (prueba V, u(45)=4,9

p<0,0005).

Cuando la corriente de aire pulsada fue ofrecida a intervalos de 0,5 seg se

observó el mismo comportamiento en las vinchucas que en los experimentos de l seg

para las condiciones de 0 ppm y 300 ppm (prueba V, para 0 ppm u(20)=2,9p<0,002 y

para 300 ppm u(20)=4p<0,0005). Sin embargo, no se observó atracción hacia la

corriente de aire enriquecida con 400 ppm C02, sino evitación por ésta y preferencia

por la corriente continua (prueba V,u(20)=2,9p<0,002).

Se analizaron posibles diferencias en el grado de precisión en la aproximación

de los insectos hacia la fuente. Para ello se evaluaron aquellos grupos experimentales

que mostraron orientación positiva frente a 400 ppm de C02, que fueran estimulados

con corrientes continuas o con pulsos de l y 2 seg. La dispersión angular media de

insectos en una corriente continua fue 67i7°, en pulsos de aire de 2 seg fue 61i8° y en

pulsos de l seg fue 51i7°. No se observaron diferencias significativas en la dispersión
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angular entre grupos estimulados con corrientes continuas o pulsadas de 1 y 2 seg

(prueba de Kruskal-Wallis, n. s.). Tampoco se observaron diferencias significativas

con respecto al índice de linealidad entre estos grupos (IL continua=0,53i0,04; IL 2

seg=0,53i0,04; l seg=0,6i0,03; ANOVA, n. s.)

Discusión

Al ser estimuladas con pulsos de aire de diversa duración y frecuencia, las

vinchucas desencadenaron un comportamiento de orientación particular en cada

condición. T. infestans presentó un comportamiento similar frente a pulsos de aire de

2 seg y a corrientes de aire continuas. A mayor frecuencia de pulsos (1 seg), los

insectos manifestaron orientación en contra de los pulsos de aire, tanto para corrientes

aire transportadoras de concentraciones subumbrales de C02 (300 ppm) o para

corrientes de aire con valores ambientales de C02 (O ppm sobre el nivel ambiental).

Sin embargo esta preferencia observada por corrientes continuas o evitación de pulsos

de aire, se revirtió al ofrecer a las vinchucas una concentración supraumbral de C02

(400 ppm). En este caso, las chinches caminaron significativamente “de cara” a la

corriente de aire enriquecida con C02 y presentada en intervalos de l seg. En este

punto se hacen evidentes, como importantes, dos modalidades perceptuales, í.e., la

mecánica y la olfativa. En condiciones de estimulación continua o en los casos de

corrientes pulsadas a bajas frecuencias, los estímulos olfativos atractivos, como el

C02, parecen ser los responsables de modular el comportamiento de orientación en las

vinchucas. Sin embargo, este hecho se modifica en algún punto y el estímulo

mecánico pasa a ser el que predomina en la orientación de las larvas. Este es el caso
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de las corrientes con la mayor frecuencia de pulsos ensayada (0,5 seg), donde se

observó que independientemente de la presencia de C02 (400 ppm) en la corriente de

aire, las vínchucas prefirieron evitar la corriente pulsada.

Por otra parte, no se observó en ningún caso una disminución en el umbral de

sensibilidad a C02 en T. infestans. Corrientes de aire pulsadas enriquecidas con 300

ppm C02 de diferente duración no fueron percibidas por las larvas como un estímulo

atractivo, lo cual revela que el umbral de discriminación del dióxido de carbono no es

modificado por la presentación pulsada del estímulo.

Durante la estimulación con corrientes de aire continuas o mediante pulsos de

l o 2 seg de duración, las vínchucas se orientaron hacia corrientes enriquecidas con

400 ppm de C02 y mantuvieron trayectorias con ángulos medios de desplazamiento

alrededor de 0°. Sin embargo, no se observaron diferencias en la magnitud de la

dispersión angular entre grupos experimentales bajo distintos protocolos de

estimulación mecánica. Es decir, no se encontraron evidencias de que las vínchucas

presenten una menor desviación en su marcha con respecto a la posición del estímulo,

al ser estimuladas con pulsos de olor.

Si bien la orientación al dióxido de carbono se vio afectada por la estructura

temporal de la pluma de olor, ésta no pareció modificar el umbral de sensibilidad por

el estímulo o afectar la precisión de la trayectoria de aproximación a la fuente, aunque

los insectos prefirieron evitar corrientes pulsadas con determinadas frecuencias,

independientemente de la carga de dióxido de carbono. Bajo las condiciones

experimentales de este trabajo y en función de los resultados observados, parece

entonces que las vínchucas no utilizarían información temporal de la corriente de aire

como una clave que mejore el desempeño durante la orientación hacia una fuente de

olor como el C02, tal como ocurre en otros insectos. En el caso de mariposas macho
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es esencial que la señal feromona] emitida por la hembra sea intermitente para

provocar un vuelo de manera sostenida en dirección a la fuente de emisión (Willis y

Baker, 1984; Baker et aL, 1985; Kaissling y Kramer, 1990). Numerosos estudios han

demostrado que la estructura de la pluma de feromona tiene una influencia directa en

las maniobras de vuelo de mariposas (Víckers y Baker, 1994; Mafra-Neto y Cardé,

1994; 1996). Por otro lado, algo similar se demostró en insectos hematófagos, como

los mosquitos, donde el porcentaje de insectos que realizan un vuelo sostenido hacia

una fuente de C02, una de las claves más importantes emanada por el hospedador, es

mayor cuando la señal es ofrecida de manera intermitente (Gillies, 1980; Geier et aI.,

l999a). Sin embargo, Geier et al. (l999a) también observaron que A. aegypti utiliza

información de la estructura temporal de la corriente transportadora de olor de manera

diferencial y dependiendo de la calidad del estímulo, i.e., los mosquitos se orientan

mejor a olores de la piel humana utilizando corrientes continuas en lugar de

intermitentes. Esto revela la existencia de mecanismos de orientación alternativos en

función del patrón de liberación de la fuente. Un hospedador libera al ambiente claves

químicas por la respiración pulmonar en forma periódica y a través de la piel, donde

las sustancias volátiles se liberan continuamente montadas sobre corrientes de

convección. En el caso de las mariposas, éstas parecen estar especialmente adaptadas

al patrón particular de la pluma de feromona liberada por la hembra (Cardé, 1996) y

de la misma manera lo estarían los insectos hematófagos por una fuente como un

hospedador.

La estructura de una pluma de olor está determinada por la modalidad de

liberación, así como por características fisicas de la dispersión de la atmósfera. La

turbulencia surge de la asimetría en la superficie de la tierra que causa que grandes

masas de aire se desordenen cuando el viento las fuerza (Murlis et al. 1992). El
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hábitat de los insectos triatominos incluye generalmente construcciones humanas,

corrales de animales domésticos, nidos de aves, madrigueras de pequeños mamíferos,

etc. Todos ellos constituyen ambientes relativamente cerrados donde conviven con sus

hospedadores. En estos ambientes, la turbulencia en el aire podría no ser

particularmente importante, ya que la relativa protección de estos ambientes de las

condiciones del ambiente exterior los haría hábitats muy estables en cuanto a la

movilización de masas de aire. Posiblemente, en estos hábitats resguardados, la

intermitencia en la señal no ocurra de la misma manera que en ambientes abiertos o

no sea particularmente imperante y, por ende, no provea a las vinchucas de una clave

adicional, que pueda ser de utilidad para la orientación, como se describiera para otros

insectos.



CAPÍTULO 5

RESPUESTAS A OLORES DEL

HOSPEDADOR: INTERACCIONES

Introducción

Los hospedadores vertebrados emanan una gran diversidad de sustancias

químicas que pueden ser potencialmente utilizadas como claves sensoriales por los

insectos hematófagos en su búsqueda de alimento. Así, la piel, el aliento y la orina

constituyen las principales fuentes de kairomonas. A modo de ejemplo, en la piel

humana se han identificado alrededor de 350 sustancias de muy diversa composición

química que podrían ser utilizadas con este fin. Entre ellas se pueden encontrar: L­

ácido láctico, ácidos grasos de cadena corta (ácidos fónnico a octanoíco) y larga

(ácidos nonanoico a octadecanoico o esteárico), aldehídos, alcoholes (e.g., l-octen-3­

ol), compuestos aromáticos, aminas, ésteres, cetonas, etc. (Zeng, et al., 1991; Bemier



Romina B. Barraza Interacciones entre claves químicas

et al., 2000). El L-ácido láctico y los ácidos grasos son los volátiles más

representativos de la piel humana (Acree e! al., 1968; Cork y Park, 1996). El aliento

contiene cerca de 100 compuestos orgánicos, entre los cuales se encuentra el dióxido

de carbono, su principal componente de liberación (Krotoszynski e! al., 1977). En la

orina de animales vertebrados se han identificado diversas sustancias volátiles

derivadas de fenoles (Bursell et al., 1988). Estos subproductos del metabolismo

endógeno 0 exógeno (es decir, por la acción bacteriana), le otorgan a los vertebrados

una huella química única (Nicolaides, 1974), que pueden ser detectadas y utilizadas

por los insectos hematófagos en general, y por los triatominos en particular, para

localizar a un hospedador en el espacio.

La atracción de las vinchucas hacia sus hospedadores ha sido relacionada con

diversos olores que éstos emiten, i.e. activando y/o guiando a estos insectos a las

proximidades de la fuente de alimento (Núñez, 1982; Taneja y Guerin, 1995, 1997;

Guerenstein y Guerin, 2001). Núñez (1982) observó que Rhodm'usprolixus era capaz

de orientarse positivamente frente a la estimulación con olores emanados por un brazo

humano, olores de ratón, C02 y olores presentes en un recipiente que había sido

ocupado por un ratón previamente. Asimismo, Taneja y Guerin (1995) observaron

anemotaxis positiva para T. infestans y R. prolixus frente a corrientes de aire

transportadoras de C02, olores de ratón y de orina de conejo. Sin embargo, estos

autores observaron que T. infestans mostró una mayor atracción por olores de ratón

que por C02 (6000 ppm).

A partir de la separación de los volátiles presentes en una mezcla de olores de

un hospedador utilizando un cromatógrafo gaseoso acoplado a un ser-up de

electrofisiología para registros de sensilia única, Guerenstein y Guerin (2001)

determinaron que el ácido isobutírico es el único componente de la mezcla de olores
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de conejo capaz de estimular la sensilia basicónica (GPZ) y que el octanal y el nonanal

presente en olores de lana de oveja y plumas de gallina también lo harían. Sin

embargo, el ácido propiónico también presente en la mezcla de olores provenientes de

un conejo, no estimularía a esta sensilia. Estos autores también determinaron que los

ácidos isovalérico, butírico, 2-metilbutírico estimulan esta sensilia olfativa de manera

dosis-dependiente. Por otra parte, los experimentos de comportamiento realizados en

un compensador de marcha determinaron que el ácido isobutírico induce a larvas de

T. infestans a caminar de cara a la corriente transportadora de este estímulo y que la

presencia de nonanal en la corriente solo incrementaría la velocidad de marcha de los

insectos (Guerenstein y Guerin, 2001).

En T. infestans se han encontrado también receptores antenales que son

estimulados por el aliento humano (Mayer, 1968) y por otras sustancias volátiles

como L-ácido láctico, ácido pirúvico, aldehídos, piridina, furano, terpenos y aminas

(Bernard, 1974; Taneja y Guerin, 1997; Guerenstein, 1999; Guerenstein y Guerin,

2001; Diehl et aL, 2003).

El presente capítulo analiza la contribución de diversas sustancias volátiles

emanadas por los hospedadores a la respuesta orientada de las vinchucas. Asimismo

se determinó el efecto en la orientación de las vinchucas a combinaciones de estos

compuestos para evaluar una posible interacción entre dichas señales sensoriales. El

análisis se centró, en primer lugar, en el estudio a nivel de la recepción sensorial de

los quimiorreceptores antenales. Se determinó si la antena era capaz de detectar los

compuestos de interés luego de su estimulación, a partir de registros

electrofisiológicos del tipo electroantenograma (EAG). En segundo lugar se realizó un

análisis cuantitativo de la respuesta comportamental de orientación de las vinchucas

con aquellas sustancias que evocaron una señal eléctrica en la antena.
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Materiales y Métodos

Animales

En los experimentos de electrofisiología se emplearon antenas de larvas de 5‘°

estadio de T. infestans, mientras que para los de comportamiento se utilizaron larvas

de 4‘° estadio. Los animales se mantuvieron, hasta el inicio de los experimentos, en

una cámara a 26°C, bajo un régimen de iluminación de 12:12 L:O y sin alimentar

durante 20-30 días luego de la ecdisis. Los experimentos de comportamiento se

realizaron durante las primeras horas de la escotofase de los insectos.

Electrofisiología

Para analizar la respuesta de los receptores sensoriales a la estimulación

química se realizaron registros extracelulares de la actividad eléctrica de las antenas

de vinchucas o electroantenogramas (EAG). Los registros se obtuvieron utilizando

capilares de vidrios asociados a electrodos de plata-plata clorinada con un diámetro

cercano a 20-30 um. Los capilares se llenaron con solución Ringer de composición

similar a la de la hemolinfa de la antena (modificada de Case, 1957). Se seccionó la

antena de un insecto por la base del pedicelo, donde se colocó el electrodo de

referencia, y se cortó la punta del flagelo distal, donde se ubicó el electrodo de

registro. De esta forma se midió y registró de manera continua (DC) la diferencia de

potencial eléctrico entre ambos extremos de la antena. Para ello se utilizó un

preamplificador (resistencia de entrada 1012ohms) para aumentar la intensidad de la

señal y un osciloscopio (Tektronix, TDS 210) para monitorearla. Los registros se

observaron en el osciloscopio y se almacenaron en una PC a través de una interfase y
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un software comercial de la misma firma. El mismo programa permitió la

visualización y el análisis posterior de las señales.

La estimulación se llevó a cabo mediante una corriente de flujo controlado

(280 ml min") de aire sintético (AGA S.A.) que era humidificada al ser burbujeada en

un recipiente con agua destilada. Esta corriente era conducida por tubos de Teflón ® y

de silicona hasta un tubo de vidrio, cuyo extremo distal se encontraba a l cm de la

preparación (Fig. 5.1). La antena se encontraba suspendida, sujetada por los

electrodos desde los extremos, y centrada con el orificio de salida de la corriente de

estimulación (diámetro de la boca del tubo: 0,5 cm) de modo que la corriente saliente

alcanzaba a la totalidad de la antena. El tubo principal de salida presentaba un tubo de

vidrio lateral con un diámer de inserción de 0,3 cm y a 1,5 cm de distancia del

extremo distal del tubo principal, el cual servía de soporte de una pipeta Pasteur,

dentro de la cual se depositaba la fuente de estímulo. Trozos de papel de filtro de 0,5 x

3 cm eran impregnados con la sustancia química a ensayar y ubicados en el interior de

la pipeta Pasteur. A cada estímulo le correspondió una pipeta y éstos nunca fueron

intercambiados entre pipetas. En el caso de los controles, en el interior de la pipeta se

colocaba un papel de filtro cargado con el solvente utilizado para preparar la solución

de la sustancia a estudiar. La antena estaba permanentemente bañada por una corriente

de aire limpio transportada por el tubo principal. Al momento de estimulación, la

corriente era desviada por medio de una válvula solenoide activada eléctricamente, a

través de la rama lateral que contenía la pipeta Pasteur con el estímulo. Dado que la

desviación del flujo sobre el tubo principal o sobre la pipeta Pasteur tenía lugar a

partir de la misma corriente, no se generaban cambios en el flujo o en la velocidad del

aire durante la presentación del pulso de estímulo, con respecto a la situación de

ausencia de estimulación. Para determinar si la antena se encontraba en buen estado,
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se soplaba periódicamente una bocanada de aliento humano y se observaba su

respuesta. Las respuestas capaces de generar en el osciloscopio una deflexión de 2-5

mV eran consideradas como buenas, mientras que señales menores daban lugar a que

la preparación fuera descartada.

El tiempo de duración del pulso de estimulación empleado en los registros fue

300 mseg o 1 seg. Se evaluó la amplitud de la respuesta, como la diferencia entre la

línea de base antes y durante el pulso de estimulación. En el caso de los controles se

observaron generalmente respuestas de pequeña amplitud, probablemente ocasionadas

por la acción mecánica de la corriente de aire activando mecanorreceptores de la

antena. La respuesta de EAG observada para los controles fue restada de los EAGs

obtenidos frente a la estimulación con sustancias químicas. A cada antena se la

estimuló en primer lugar con un control (papel de filtro cargado con el solvente) y

posteriormente se le presentó una serie creciente de dosis de estímulo. Este

procedimiento (aplicación de dosis crecientes de estímulo) es el habitual para evitar la

adaptación sensorial de las células receptoras en estudio (de Brito Sánchez, 2000). Se

comienza entonces la estimulación con la intensidad de estímulo más baja y se

finaliza con la más alta. El intervalo entre presentaciones consecutivas de las distintas

intensidades del estímulo era de 2-3 min, período durante el cual circulaba aire limpio

sobre la antena. La respuesta de cada antena para cada intensidad de estímulo fue

relativizada a la máxima respuesta de EAG obtenida en una serie de estimulación. A

cada antena se le ofreció sólo m sustancia en las distintas dosis.

Los estímulos químicos probados con esta técnica fueron:

I l-Octen-3-ol. Las cargas de estímulos empleadas fueron: l, 10, 100, 1000

ug por papel de filtro, el solvente utilizado fue diclorometano;
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I D/L-ácido láctico. Las cargas de estímulos empleadas fueron: 25, 250,

1250, 2500 y 5000 pg por papel de filtro, el solvente utilizado fue

dietiléter;

' Ácido propiónico (C3), ácido butírico (C4), ácido valérico (C5) y ácido

caproico (C6). Las cargas de estímulos empleadas fueron: 0,01, 0,1, 1, 10,

100, 1000 ug por papel de filtro y el solvente utilizado fue diclorometano.

Figura 5.1. Arreglo experimental para registros de electroantenograma en una antena

de vinchuca.

Amplificador de
la señal de

EAG

Capilar de vidrio

Electrodo de Ag/AgCI

Solución salina

Fuente de
estímqu sobre
papel de filtro

Corriente
de aire

Pulsode aire/7
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Análisis comportamental

I Dispositivo experimental y sistema de estimulación

La orientación de las vinchucas fue analizada utilizando el compensador de

marcha descripto anteriormente (ver Capítulo 2).

La vinchuca, ubicada en el ápice de la esfera del compensador de marcha, era

estimulada con dos flujos de aire continuos y opuestos, dirigidos tangencialmente a la

posición del insecto (como se detalló en el Capítulo 2). Antes de llegar a la posición

del insecto, cada corriente de aire pasaba a través de dos recipientes de vidrio

dispuestos en serie, que conectaban al final con un tubo de vidrio. Dentro de cada

recipiente se colocaban los diferentes estímulos de olor o su correspondiente control.

En la primer serie de recipientes (250 ml) se enriquecía una de las corrientes de aire

con dióxido de carbono (75, 150, 300 ppm), a través de la mezcla de soluciones de

NaZCO3 (0,01; 0,02; 0,04 M) y HZSO4 (0,01 M) (descripto en el Capítulo 2). La

corriente control (C02 ambiental o 0 ppm sobre el valor ambiental, 400i20 ppm)

consistía en una corriente de aire que pasaba a través del otro recipiente que contenía

en su interior 100 ml de H2804 (0,01 M) (Fig. 5.2).

En la segunda serie de recipientes de vidrio (20 ml) se colocaron las distintas

sustancias químicas a ensayar o su correspondiente control (Fig. 5.2). Se utilizaron los

siguientes compuestos sintéticos: L-(+)-ácido láctico, D-(-)-ácido láctico, 1-octen-3­

ol, ácido propiónico (C3), ácido butíríco (C4), ácido vale'rico (C5), ácido caproíco

(C6). Se prepararon en todos los casos las siguientes soluciones: l, 10, 100, 1000,

10000 uy50pl. Los solventes utilizados fueron agua destilada en el caso de D-(-) y L­

(+)-ácido láctico, hexano para preparar las soluciones de l-octen-3-ol, y se utilizó

diclorometano como solvente de los ácidos grasos.
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Figura 5.2. Sistema de estimulación utilizado para presentar las corrientes de aire

enriquecidas con diferentes estímulos químicos (o sus respectivos controles) a una

vinchuca ubicada sobre el compensador de marcha.

Aire
ambiental

—=> Filtro de Carbón —-==> Flujómetro

Divisor de la
corriente

Recipiente Recipiente
(250 ml) (250 mI)

Recipiente Recipiente
(20 ml) (20 ml)

Corriente de Corriente de
aire aire

Trozos de papel de filtro de 2,5 cm2 fueron impregnados con 50 pl de la

sustancia de interés o con 50 ul del solvente (control) y ubicados en el interior del

correspondiente recipiente (20 ml). Las soluciones preparadas con hexano y

diclorometano eran sembradas en el papel de filtro y mantenidas en contacto con el

ambiente durante 30 segundos antes de colocarlas dentro del frasco para que evaporen

el solvente. Una vez dentro del recipiente, se permitía equilibrar los vapores dentro
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del frasco por 10 minutos. Los papeles de filtros del control y de los estímulos eran

descartados después de cada ensayo individual. Tanto los recipientes utilizados para

depositar las fuentes de estímulo, como los tubos conectores, eran reemplazados cada

vez que un nuevo sintético era ensayado, para prevenir la contaminación por

sustancias ajenas a un ensayo particular. Para evitar eventuales errores de asimetría

espacial o sesgo ambiental, las corrientes de olor/control eran intercambiadas de

manera aleatoria.

A modo de control positivo se utilizó un ratón vivo como fuente de

estimulación. El mismo fue ubicado en el interior del primer recipiente de la serie

(250 ml). Al recipiente control se lo mantuvo vacío. Ésta resultó la situación de

máxima estimulación del bioensayo.

I Protocolo experimental

Luego de 2 minutos de aclimatación de la vinchuca sobre la esfera en ausencia

de corrientes de aire, comenzaba el registro del comportamiento por un período de 3

minutos en presencia de las dos corrientes de aire.

Las larvas fueron expuestas a diferentes situaciones experimentales, corrientes

de aire “control” o “corrientes enriquecidas con estímulos únicos o en diferentes

combinaciones”:

I “control” vs. “control” (100 ml H2804 y/o solvente/s en las combinaciones

correspondientes);

' “C02” vs. “control” (100 ml HZSO4);

I “Ratón” vs. “control” (recipiente vacío).

I' “l-octen-3-ol”, “L-ácido láctico” o “D-ácido láctico” vs. “control” (solvente

correspondiente);
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I “C02 + l-octen-3-ol”, “C02 + L-ácido láctico” o “C02 + D-ácido láctico” vs.

“control” (100 ml H2804 y solvente correspondiente);

I “ácidos grasos (C3, C4, C5, C6)” vs. “control” (solvente);

I “ácidos grasos (C3, C4, C5, C6) + L-ácido láctico” vs. “control” (solventes

correspondientes);

I “mezcla de ácidos grasos (C3 + C4 + CS)” vs. “control” (solvente);

I “mezcla de ácidos grasos (C3 + C4 + C5) + L-ácido láctico” vs. “control”

(solventes correspondientes);

I “mezcla de ácidos grasos (C3 + C4 + C5) + C02 + L-ácido láctico” vs. “control”

(100 ml HZSO4y solventes correspondientes);

Los experimentos control/control era realizados siempre al comienzo de cada

serie experimental para asegurar la ausencia de heterogeneidad ambiental.

Los animales eran observados desde afuera del cuarto experimental con una

videocámara sensible a luz infrarroja de la manera descripta previamente.

Cada insecto era utilizado una sola vez y subsecuentemente descartado.

I Análisis de los datos

Se calcularon los siguientes parámetros: a¡ de desplazamiento individual de

cada insecto y los componentes del vector resultante am y r de cada grupo

experimental. A las corrientes de aire cargadas con el/los estímulo/s se les designó

convencionalmente la posición 0° y a la corriente control la posición 180°. Se evaluó

estadísticamente la orientación de las vinchucas con la prueba de Rayleigh y con la

prueba V para evaluar estadísticamente cuán distante se encontraba el am de la

posición del/los estímulo/s (0°) (p<0,05) (Batschelet, 1965; Zar, 1984; Fisher, 1993).
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Se analizaron las diferencias estadísticas en cuanto a la dispersión angular (da) entre

grupos experimentales con las pruebas de Kruskal-Wallis (cuando se evaluaron más

de 2 factores) y de Mann-Whitney (cuando se compararon dos factores). Se realizaron

comparaciones múltiples no paramétricas a posteriori con la prueba de Student­

Newman-Keuls en aquellos casos que el análisis de Kruskal-Wallis dio significativo

(p<0,05) (Zar, 1984).

A partir de los datos de ángulo medio (am) y del largo de vector (r), se calculó

el índice de orientación (variable que se grafico) como se explicó en el capítulo 2, el

cual varía de —l a 1, siendo —1orientación en contra de la posición del/los estímulo/s

(180°) y l orientación en dirección hacia la posición del/los estímulo/s (0°).

A partir de las trayectorias individuales se calcularon otros parámetros tales

como: distancia total recorrida (cm); tiempo total del recorrido (seg); velocidad media

de marcha (cm seg"), índice de linealidad (IL) (que mide la sinuosidad de la

trayectoria) (ver más detalles en el Capítulo 2). Los datos lineales se analizaron por

medio del análisis de la varianza (ANOVA) de un factor y de la prueba de Student­

Newman-Keuls para comparaciones múltiples a posteriori. En todos los casos se

comprobaron los supuestos de requeridos para la realización de la prueba de ANOVA.

Resultados

La respuesta a un hospedador

Se evaluó la respuesta evocada en las vinchucas por la presencia del complejo

de estímulos emanados por un ratón, y se lo consideró como una referencia de

máxima respuesta comportamental. Es importante recalcar en este punto que un ratón
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constituye una fuente que reúne varias claves sensoriales al mismo tiempo como,

calor, humedad, y una gran diversidad de señales químicas. En esta serie de

experimentos, se analizó un grupo de insectos “control” a los que se les ofreció ambas

corrientes de aire limpias, y otro grupo a los que se les presentó una corriente

transportando señales provenientes de un ratón y otra carente de olores. Mientras que

los individuos del grupo “control” caminaron azarosamente durante el tiempo total

que duró el experimento (Rayleigh, n. s.), los del grupo experimental se orientaron

significativamente en dirección a la corriente enriquecida con claves del hospedador

(Fig. 5.3), con un índice de orientación de 0,83 (prueba V,u(20)=5,3p<0,0005).

Figura 5.3. Orientación de las vinchucas hacia un hospedador vivo. Este tipo de

diagrama en roseta representa la frecuencia de ángulos que desplegaron los animales,

la cual es proporcional al área de cada sector circular (intervalos de 10°). Las líneas en

el diagrama describen el ángulo medio (am) y el intervalo de confianza al 95%. Se

utilizaron 30 individuos en el grupo control y 20 en los estimulados con el ratón. Se

fijó la corriente transportadora de estímulos del ratón en 0° y en 180° la corriente

control.

Control Raton
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A través de las trayectorias individuales de cada insecto se calcularon distintos

parámetros relacionados con la actividad locomotora, tales como distancia total

recorrida, tiempo total del recorrido y la velocidad media de marcha. No se

observaron diferencias significativas en cuanto a la actividad general entre los grupos

de larvas controles o aquellos a los que se les presentó un complejo de señales

emitidas por un hospedador vivo (Tabla 5.1, ANOVA, en todos los casos n. s).

Tabla 5.1. Parámetros de actividad locomotora de vinchucas estimuladas con un

hospedador o bajo una condición control.

Estímulo N Distancia total Velocidad media Tiempo total del
recorrida recorrido

(cm) (cm seg") (seg)
Control 30 159i16 1,4i0,2 115i4

Ratón 20 l 37i4 1:0,1 l 36i4

Debido a que un hospedador vivo (i.e., control positivo) no evocó un cambio

visible en los parámetros de actividad locomotora con respecto a los controles, estos

parámetros ¿lo fueron evaluados para esta condición de estimulación.

Por otro lado, se encontraron diferencias significativas para e] índice de

linealidad (IL) entre el grupo control (O,SIiO,I) y el estimulado con el ratón (0,7i0,2)

(ANOVA, FL 45=ll,l p=0,002). Esto significa que las vinchucas, a las que se les

ofreció un hospedador como fuente de estimulación, presentaron una trayectoria más

rectilínea en su recorrido hacia la fuente.
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1-0cten-3-ol y dióxido de carbono

Los electroantenogramas promedio de antenas de larvas de T. infestans al ser

estimuladas con varias intensidades de l-octen-3-ol se muestran en la Figura 5.4. Los

órganos sensoriales de estos insectos revelaron tener la capacidad de detectar este

sintético, a partir de l pg de carga de estímulo.

Figura 5.4. Respuestas de EAGs de vinchucas estimuladas con diferentes

intensidades de l-octen-3-ol. Duración del estímulo: 1 seg. Número de antenas

ensayadas: 4.

1-Octen-3-ol

0.8 ­

0,6 —

0,4 ­

0.2 ­
RespuestadeEAGrelativa

1 10 100 1000

Carga de estím ulo (pg)

Por otra parte, los ensayos de comportamiento revelaron que, las vinchucas

son atraídas por corrientes de aire enriquecidas con 100 pg de l-octen-3-ol (carga de

estímulo) al ser presentado como estímulo único (prueba V, u(36)=4,7p<0,0005) (Fig.

5.5). Este compuesto representó por sí sólo una clave de orientación para las
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vinchucas. Por otra parte, con el fin de analizar una posible interacción entre señales

químicas en la respuesta de orientación de las vinchucas, se evaluó la respuesta de

orientación de los insectos a la combinación de l-octen-3-ol y de dióxido de carbono

agregado a la corriente de aire en una concentración subumbral de percepción para

estos insectos (300 ppm) (ver Fig. 2.3 del Capítulo 2). La adición de C02 a la

corriente transportadora de l-octen-3-ol no modificó el comportamiento de

orientación de los insectos, ni para cargas de estímulo que como compuesto único no

evocaron orientación en las vinchucas, ni para una estimulación de 100 ug de l-octen­

3-01 (Fig. 5.5).

Además, ambos grupos experimentales que mostraron orientación hacia una

de las corrientes de aire (enriquecida con 100 ug de l-octen-3-ol en un caso y con 100

ug de l-octen-3-ol + C02 en el otro), no difirieron estadísticamente en la dispersión

angular (d.a.) exhibida (d.a. l-octen-3-ol=49,8i7°; da. l-octen-3-ol + C02=59,6iIO°;

Mann-Whitney, n.s.). Es decir que ambos grupos mostraron una desviación similar de

sus ángulos de desplazamiento, con respecto a la posición de la fuente.

Por otra parte, tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto al

índice de linealidad entre grupos de vinchucas sometidas a una condición control

(IL=0,48i0,04) o al estimularlas con 100 ug de l-octen-3-ol (IL=0,55i0,05) o cuando

se le adicionaba a este último 300 ppm de C02 (IL=O,57i0,07) (ANOVA, n. s.).
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Figura 5.5. Efecto del l-octen-3-ol presentado como compuesto único en diferentes

intensidades o en combinación con dióxido de carbono. Las columnas negras

representan el índice de orientación de insectos estimulados con l-octen-3-ol como

compuesto único. La serie control consistió en 2 corrientes de aire en las que se

colocaron papeles de filtro impregnados con hexano (solvente). Las columnas grises

representan la estimulación con l-octen-3-ol y dióxido de carbono en una

concentración de percepción subumbral (300 ppm). La serie control consistió en la

combinación de un papel de filtro con hexano y con 300 ppm de C02 sobre el nivel

ambiental en una de las corrientes de aire, mientras que la otra sólo conservó un papel

cargado con hexano. Los asteriscos señalan las diferencias significativas de una

distribución uniforme y de una dirección media de desplazamiento no distante de la

posición del estímulo (0°) (p<0,05). El número de insectos analizados se indica entre

paréntesis.
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Ácido láctico y dióxido de carbono

La repuesta promedio de EAGs de vinchucas hacia la mezcla racémica de

D/L-ácido láctico se muestra en la Figura 5.6. Las antenas de los insectos mostraron

sensibilidad a este compuesto a partir de 25 ug.

Figura 5.6. Respuestas de EAGs de vinchucas estimuladas con diferentes

intensidades de D/L-ácido láctico. Duración del estímulo: 300 mseg. Número de

antenas ensayadas: 6.

DlL-ácido láctico
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A nivel comportamental, las vinchucas no mostraron una respuesta orientada

hacia corrientes de aire enriquecidas con L-ácido láctico presentado como un estímulo

único en un amplio intervalo de concentraciones (prueba de Rayleigh, n. s.) (Fig. 5.7).

Sin embargo, la adición de 300 ppm de C02 (una concentración por debajo del umbral
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de percepción) evocó una orientación significativa de las vinchucas hacia la corriente

transportadora de ambos estímulos. Esta respuesta fue dosis dependiente para el L­

ácido láctico, siendo 100 ug la única dosis efectiva (prueba V,u(20)=2,8p<0,002) (Fig.

5.7). Así, ambos compuestos no resultaron atractivos cuando se ofrecieron solos, pero

altamente efectivos cuando se los presentó juntos (i.e., sinergismo) en la proporción y

concentración adecuada.

Por otra parte, se probó el efecto del isómero D-ácido láctico en la orientación

de las vinchucas en aquella concentración que fuera efectiva para el L-ácido láctico en

presencia de C02. En contraste al sinergismo encontrado entre el L-ácido láctico y el

dióxido de carbono, no se observó una respuesta orientada en las vinchucas cuando se

ofreció 100 ug de D-ácido láctico en combinación con 300 ppm de C02 (índice de

orientación=0,002; N=20; prueba de Rayleigh, n. s.) y tampoco cuando el D-ácido

láctico (100 ug) fue presentado como un estímulo único (índice de orientación=0,l4;

N=20; prueba de Rayleigh, n. s.).
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Figura 5.7. Efecto del L-ácido láctico presentado como estímulo único en diferentes

concentraciones o en combinación con dióxido de carbono. Las columnas negras

representan el índice de orientación de insectos estimulados únicamente con L-ácido

láctico. La serie control consistió en dos corrientes de aire con sendos papeles de filtro ’

cargados con agua destilada (solvente). Las columnas grises representan los resultados

de la estimulación de las vinchucas con L-ácido láctico y dióxido de carbono en una

concentración subumbral de percepción (300 ppm). En la serie control, una de las

corrientes de aire consistió en la combinación de un papel de filtro cargado con agua

destilada y enriquecida con 300 ppm de C02 sobre el nivel ambiental, mientras que la

otra sólo conservó un papel impregnado con agua destilada. Los asteriscos señalan las

diferencias significativas de una distribución uniforme y de una dirección media de

desplazamiento no distante de la posición del estímulo (0°) (p<0.05). El número de

insectos analizados se indica entre paréntesis.
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En otra serie de ensayos, se analizó hasta qué punto la presencia de L-ácido

láctico podría incrementar la sensibilidad de las vinchucas por el dióxido de carbono.

La Figura 5.8 muestra que las vinchucas fueron capaces de discriminar niveles de por

lo menos 150 ppm de dióxido de carbono sobre el nivel ambiental en presencia de 100

pg de L-ácido láctico (prueba V, 150 ppm + L-ácido láctico: u(25)=3,6p<0,0005 y 300

ppm + L-ácido láctico: u(¡5)=2,7 p<0,005), i.e., el umbral de respuesta al C02

disminuye de 300-400 ppm (Fig. 2.3 Capítulo 2) a valores entre 75 y 150 ppm.

Por otro lado, no se observaron diferencias estadísticas en cuanto a la

dispersión angular entre las combinaciones de L-ácido láctico + 150 y 300 ppm de

C02, indicando una precisión similar en la aproximación en dirección a la corriente de

aire en ambos grupos experimentales (d.a. L-ácido láctico + 150 C02=59i9°; da. L­

ácido láctico + 300 C02=55i10°; Mann-Whitney, n.s.). En cuanto al índice de

linealidad, tampoco se observaron diferencias significativas entre una condición

control (IL=0,5i0,04) y los grupos estimulados con L-ácido láctico (lOOug)

(IL=0,51i0,06) o para las combinaciones 150 y 300 ppm de C02 + L-ácido láctico

(IL=0,5i0,05 y 0,58 i0,05, respectivamente) (ANOVA, n. s.).
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Figura 5.8. Efecto del L-ácido láctico sobre la sensibilidad al dióxido de carbono. La

columnas negras representan la respuesta a diferentes niveles subumbrales de dióxido

de carbono (datos de la Fig. 2.3, Capítulo 2). Las columnas grises muestran la

combinación de diferentes concentraciones de dióxido de carbono con L-ácido láctico '

agregado en una dosis fija (100 ug) (ver Fig. 5.7). Los asteriscos señalan las

diferencias estadísticas de una distribución uniforme y de una dirección media de

desplazamiento no distante de la posición del estímulo (0°) (p<0.05). El número de

insectos analizados se indica entre paréntesis.
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Las antenas de las vinchucas respondieron a la estimulación por ácidos grasos

de cadena corta, tales como los ácidos propiónico (C3), butírico (C4), valérico (C5) y
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caproico (C6), con curvas dosis-respuesta muy similares (Fig. 5.9). Los receptores

olfativos presentes en las antenas de las larvas serían por lo tanto capaces de detectar

estos ácidos, a partir aproximadamente de 0,1 pg para C3, C4 y C5 y de intensidades

de estímulo menores a 0,01 pg para C6.

Figura 5.9. Respuestas de EAGs de vinchucas estimuladas con diferentes

intensidades de ácidos grasos de cadena corta: ácido propiónico (C3), butírico (C4),

valérico (C5) y caproico (C6). Duración del estímulo: l seg. Número de antenas

ensayadas: 5-7.
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Las vinchucas no mostraron una orientación definida en el compensador de

marcha al ser estimuladas con los ácidos propiónico (C3), butírico (C4), valérico (C5)
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y caproico (C6), presentados como estímulos únicos en la corriente transportadora, en

un amplio intervalo de intensidades de estímulo, i.e. caminaron de manera azarosa

durante todo el tiempo que duró el experimento (prueba de Rayleigh, n. s.) (Fig. 5.10). .

Figura 5.10. Efecto de ácidos grasos de cadena corta en diferentes intensidades sobre

la respuesta de orientación de las vinchucas. Las distintas columnas representan el

índice de orientación de insectos estimulados con ácido propiónico (C3), ácido

butírico (C4), ácido valérico (C5) y ácido caproico (C6) presentados como estímulos

únicos. En la corriente de aire control se colocó un papel de filtro cargado con

diclorometano (solvente). Se utilizaron entre 15-25 insectos por cada dosis de

estímulo estudiada.
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Sin embargo, al combinar cada ácido graso con 100 pg de L-ácido láctico

(LLA), concentración que actúa de manera sinérgica con el C02, se observó una

interacción particular para cada uno de ellos (Fig. 5.11). En los casos de C3, C4 y C5

la combinación resultó en una orientación positiva en dirección de la corriente

transportadora de dichos estímulos (prueba V,C3 + LLA u(3o)=2,82 p<0,005; para C4

+ LLA u(20)=2,92p<0,005 y para C5 + LLA u(3o)=3,2p<0,0005). En el caso de C6, en

cambio, se observó una falta de orientación para todas las intensidades de estímulo

probadas. Las respuestas observadas para C3, C4 y C5 fueron dosis dependiente,

siendo 100 pg la dosis efectiva para C3 y l pg para C4 y C5. Aquí también

observamos la existencia de un sinergismo, entre C3, C4, C5 y el L-ácido láctico. Es

decir, las vinchucas fueron indiferentes a estas sustancias cuando fueron presentadas

de forma aislada, pero significativamente atraídas cuando fueron ofrecidas de manera

conjunta (ver Fig. 5.7 y Fig. 5.11).

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas con respecto a la

dispersión angular para cada una de las combinaciones de C3 (lOOpg), C4 (lpg) y C5

(lpg) con L-ácido láctico (da. C3 + LLA=63i8°; d.a. C4 + LLA=55i10°; ala. C5 +

LLA=6li7°; Kruskal Wallis, n. s.). Por otra parte, en cuanto al índice de linealidad

tampoco se encontraron diferencias significativas para las condiciones C3 (lOOpg)

(IL=O,6i0,04), C4 (lpg) (IL=0,59i0,06) y C5 (lpg) (IL=O,6i0,06) ofrecidos como

compuestos únicos con respecto a las combinaciones de estos ácidos con LLA (IL C3

+ LLA=O,61i0,04; IL C4 + LLA=O,57i0,06; IL C5 + LLA=O,53i0,06; ANOVA, n.

s.).
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Figura 5.11. Efecto de ácidos grasos de cadena corta en diferentes intensidades

presentados en combinación con L-ácido láctico. Las distintas columnas representan

el índice de orientación de insectos estimulados con distintas cargas de ácido

propiónico (C3), ácido butírico (C4), ácido valérico (C5) y ácido caproico (C6), y 100 '

ug de L-ácido láctico (L-LA). La corriente control consistió en la combinación de

papeles de filtro cargados con agua destilada y de diclorometano (solventes). Los

asteriscos señalan las diferencias estadísticas de una distribución uniforme y de una

dirección media de desplazamiento no distante de la posición del estímulo (0°)

(p<0.05). Se utilizaron entre 20-30 insectos por cada dosis de estímulo estudiada.
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Se estudió, asimismo, la respuesta de orientación de las vinchucas a aquellas

intensidades de C3, C4 y C5 que junto a LLA constituyeron un estímulo atractivo,

reemplazando el LLA por 300 ppm de C02. El objetivo de estos experimentos fue
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evaluar si el C02 podría también ejercer un efecto modulador de la orientación las

vinchucas en presencia conjunta con estos ácidos grasos. Las vinchucas se mostraron

indiferentes al ser estimuladas con cualquiera de estas combinaciones (Tabla 5.2)

(prueba de Rayleigh, en todos los casos n. s.).

Tabla 5.2. Orientación de larvas de T. infestans estimuladas con una combinación de

C3, C4 y C5 y C02 en una concentración subumbral de percepción (300 ppm).

Estímulo químico N Índice de Prueba de

+ C02 (300 ppm) Orientación Rayleigh

C3 100 ug 20 0,12 n.s.

C4 1 ug 15 0,11 n.s.

C5 1 ug 20 0,12 n.s.

Posteriormente, se realizaron ensayos donde se combinaron los ácidos C3, C4

y C5 en distintas proporciones y en presencia o ausencia de L-ácido láctico (100 pg)

y/o C02 (300 ppm) (Fig. 5.12). Se ofrecieron dos combinaciones para los ácidos

grasos: a- “C3C4C5 (1)”, donde cada ácido fue cargado con la misma intensidad que

provocó máxima orientación junto a L-ácido láctico en la Figura 5.11, i.e., C3: 100

ug, C4: l ug y C5: l ug y b- “C3C4C5 (2)”, donde cada ácido fue cargado en un

tercio de la intensidad que evocó orientación positiva en combinación con L-ácido

láctico en la Figura 5.11, i.e., C3: 33 ug, C4: 0,33 ug y C5: 0,33 ug. El sentido de

estos ensayos yace en el hecho de que las respuestas a estos compuestos fueron

dependientes de la dosis en combinación con LLA y resultaron efectivas a un

intervalo acotado de concentraciones para cada uno de ellos. Si la estimulación

evocada por cada ácido graso fuera interpretada de manera independiente por el
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sistema nervioso central, las respuestas a las intensidades efectivas deberían sumarse.

Si, en cambio, los distintos compuestos no son discriminados, la intensidad efectiva

de estimulación podría corresponder a la suma de los tercios de las intensidades de los

compuestos aislados.

Figura 5.12. Efecto de mezclas de ácidos grasos de cadena corta en diferentes

intensidades presentadas solas o en combinación con L-ácido láctico y/o dióxido de

carbono. Las columnas grises representan el índice de orientación de insectos

estimulados con las diferentes mezclas de ácidos grasos. La mezcla “C3C4C5 (1)”

contiene: 100 pg de C3 y l pg de C4 y C5 y la mezcla “C3C4CS (2)” contiene: 33 pg

de C3 y 0,33 pg de C4 y C5. Ambas mezclas (l) y (2) se presentaron solas (el

diclorometano se agregó a la corriente control) o se combinaron con 100 pg de L­

ácido láctico (L-LA). En este último caso, la corriente control consistió en la

combinación entre un papel de filtro cargado con agua destilada y otro con

diclorometano (solventes). La mezcla “C3C4C5 (2)” se combinó además con dióxido

de carbono (300 ppm, sobre el nivel ambiental) y L-LA (100 pg). Se presentan

también datos de la combinación L-LA (100 pg) y C02 (300 ppm) tomados de la Fig.

5.7. Los asteriscos señalan las diferencias estadísticas de una distribución uniforme y

de una dirección media de desplazamiento no distante de la posición del estímulo (0°)

(p<0.05). Letras diferentes indican diferencias significativas con respecto a la

dispersión angular entre grupos experimentales (prueba de Student-Newman-Keuls,

p<0,05). La columna blanca representa el valor del índice de orientación de insectos

estimulados con un ratón como fuente de estímulos (datos tomados de Fig. 5.3). El

número de insectos analizados se indica entre paréntesis.
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En presencia corrientes de aire cargadas con las mezclas “C3C4C5 (1)” y

“C3C4C5 (2)” las larvas caminaron sobre el compensador de marcha sin evidenciar

un comportamiento orientado (prueba de Rayleigh, en ambos casos n. s.). Sin

embargo, la combinación entre “C3C4C5 (2) y L-ácido láctico (100 ug)” evocó una

orientación positiva en las vinchucas en dirección a la fuente de estímulos (prueba V,

u(20)=2,98p<0,005) y no así la mezcla “C3C4C5 (l) + L-ácido láctico” (prueba de

Rayleigh, n. 5.). Más aún, cuando a la mezcla “C3C4C5 (2) + LLA” se le adicionaron

300 ppm de C02 (concentración subumbral de percepción para la vinchucas) se
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observó una fuerte atracción de las larvas de T. infestans por esta fuente de olor

(prueba V, u(20)=5,5 p<0,0005). Es interesante notar aquí que los índices de

orientación obtenidos utilizando como fuente de estimulación un ratón o la mezcla

“C3C4C5 (2) + LLA + C02” fueron similares y los valores más altos observados en

los ensayos de atracción a olores, i.e., 0,83 y 0,87 respectivamente.

Al comparar la dispersión angular presentada por los grupos de insectos

estimulados con: “C3C4C5 (2) + LLA” (da.=54il 1°), “C02 + LLA” (d.a.=56i9°),

“C3C4C5 (2) + LLA + C02” (da.=23,5i4°) y aquellos estimulados con un “ratón”

(da.=22,l:t3°), se encontraron diferencias significativas entre los 4 grupos

experimentales (prueba de Kruskal-Wallis, H(3_3o)=10,2l p=0,01). Las larvas

estimuladas con la mezcla “C3C4C5 (2) + LLA + C02” o con un “ratón”, no

presentaron diferencias en la magnitud de la dispersión angular (prueba de Student­

Newman-Keuls, n. s), que fue además significativamente menor con respecto a las

demás mezclas, i.e., “C3C4C5 (2) + LLA” o a la combinación “C02 + LLA” (prueba

de Student-Newman-Keuls, “C3C4C5 (2) + LLA + C02” vs. “C3C4C5 (2) + LLA”,

Q(,,_3)=3,5; “C3C4C5 (2) + LLA + C02” vs. “LLA + C02”, Qm 4)= ; “ratón” vs.

“C3C4C5 (2) + LLA”, Q(m_2)= 2,9; “ratón” vs. “LLA + C02”, Q(.o_3)= 3,4; en todos los

casos p<0,05). Por otra parte, en referencia al índice de linealidad, se hallaron

diferencias significativas entre las vinchucas estimuladas con un “ratón” (IL=0,7i0,2)

y aquellos grupos de insectos a los que se les ofreció estímulos químicos tales como

“C3C4C5 (2)” (IL=O,49i0,05), “C3C4C5 (2) + LLA” (IL=0,59i0,04), “C3C4C5 (2)

+ LLA + C02” (IL=O,52i0,05) (ANOVA, F3_7o=5,2 p=0,003; la prueba de Student­

Newman-Keuls utilizada para realizar las comparaciones a posteriori entre todos los

grupos experimentales, arrojó diferencias significativas (p<0,01) entre el grupo de
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'93
insectos estimulados con un “raton y cada uno de los demás grupos experimentales

estimulados con las combinaciones mencionadas).

Discusión

Respuesta a un hospedador

Un hospedador vivo evocó en las vinchucas, bajo las condiciones

experimentales de este trabajo, una respuesta de atracción máxima hacia corrientes de

aire enriquecidas con esta compleja mezcla de señales fisicas y químicas (i.e.,

anemotaxis mediada por olor), de la misma manera que fuera descripto anteriormente

por otros autores (Núñez, 1982; 1987; Taneja y Guerin, 1995).

Un resultado que resultó sorprendente fue que la actividad general de las

vinchucas, la cual no se modificó ante la presencia de un ratón con respecto a las

condiciones controles. Este hecho resulta bastante llamativo ya que trabajos previos

de Núñez (1982; 1987) indican que la actividad locomotora de Rhodm'usprolíxus en

un actómetro, se incrementaría en presencia de un hospedador vivo (ratón). Por su

parte, Guerenstein et al. (1995) al medir indirectamente la activación de larvas de T.

infiestanspor estímulos químicos, observaron que las vinchucas fueron activadas tanto

por cultivos de levadura (fuente emisora principalmente de C02) como por un ratón

vivo. Sin embargo, esto no resultó evidente bajo las condiciones experimentales

empleadas en este trabajo. En este punto se podría especular que, la ubicación de las

vinchucas sobre el compensador de marcha las estimularía de manera de que expresen

un nivel de actividad locomotora que no es posible de ser modificada en intensidad,

aunque sí en su direccionalidad.
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Respuesta a olores sintéticos

Las respuestas de orientación de las vinchucas a las distintas asociaciones

realizadas entre sustancias volátiles, revelaron la existencia de distintos tipos de

interacciones más que fenómenos generales.

I I-Octen-3-ol y dióxido de carbono

El l-octen-3-ol, que fuera identificado en olores de buey y también en el sudor

humano (Hall et aI., 1984; Cork y Park, 1996), ha demostrado actuar como un potente

atractante de diversos dípteros hematófagos en experimentos de comportamiento y en

varios estudios a campo (Bursell, 1984; Vale y Hall, 1985; Takken y Kline, 1989; Van

Essen et aL, 1994; Takken et aL, 1997). Como se describe en la sección precedente,

las antenas de las vinchucas son capaces de detectar l-octen-3-ol a partir de una carga

de estímulo de l ug. A nivel comportamental, el l-octen-3-ol parece ser efectivo en

evocar en T. infestans una respuesta orientada hacia una corriente de aire enriquecida

con una intensidad de 100 ug. La adición de dióxido de carbono no incrementó la

respuesta de los insectos a ninguna intensidad de l-octen-3-ol (Fig. 5.5). A diferencia

de lo que se ha observado entre otros insectos hematófagos, en el caso de las

vinchucas, el l-octen-3-ol cargado en una corriente de aire junto con C02 no parecen

interactuar de forma sinérgica, es decir que la combinación de ambos estímulos

químicos no evoca en las vinchucas una respuesta orientada de mayor magnitud que

aquella evocada por los compuestos individuales. Aunque, debe mencionarse que la

respuesta de las chinches a l-octen-3-ol presentado como un único estímulo es

relativamente alta al compararla con la de otros estímulos (comparar Fig. 5.5 y Fig.

5.7), y no se descarta que la respuesta puede haber alcanzado su máximo nivel

posible.
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l Ácido láctico y dióxido de carbono

Como fuera descripto por Bernard (1974), y de acuerdo a los resultados

presentados en esta Tesis, las antenas de T. infestans poseen quimiorreceptores

capaces de percibir el L-ácido láctico. Sin embargo, cuando se evaluó la respuesta

comportamental al L-ácido láctico, no se observó en las vinchucas un tipo de

respuesta orientada a este sintético presentado sólo. Sin embargo, cuando esta

sustancia era combinada con una concentración subumbral de dióxido de carbono, T.

infestans mostró una respuesta de tipo dosis-dependiente, siendo la dosis de 100 ug de

L-ácído láctico adicionada con 300 ppm de C02 la única efectiva. De este modo se

revela la existencia de un verdadero sinergismo entre el L-ácido láctico y el dióxido

de carbono; ya que los insectos sólo fueron atraídos por la combinación de ambos

estímulos y no lo fueron cuando cada sustancia fue ofrecida de manera individual.

Mas aún, el umbral de sensibilidad por el dióxido de carbono disminuyó a valores de

75-150 ppm cuando el L-ácido láctico estaba también presente en la corriente de

estimulación.

El L-ácido láctico se ha detectado en la piel y en el aliento humano (Acree e!

aL, 1968; Smith et aI., 1970; Bemier et aI., 2000). Como ya se mencionara, este ácido

es el principal componente de secreción de las glándulas ecrinas, donde su

concentración varía entre 0,5 y 5 mg ml'l (Eiras y Jepson, 1991; Cork y Park, 1996;

Geier et aI., 1996). La concentración utilizada durante los ensayos aquí presentados,

que revelaron la existencia de un sinergismo al combinarlo con el C02, fue

equivalente a 2 mg ml", i.e., dentro de los niveles presentes en la piel de los

hospedadores humanos. A pesar de su baja volatilidad, el L-ácido láctico ha

demostrado tener un papel importante en el comportamiento de búsqueda del

hospedador en distintos artrópodos hematófagos. Aunque su efecto es débil o nulo
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cuando es presentado como un estímulo aislado (Geier, et al., 1996; Braks, et al.,

2001), actúa de forma sinérgica cuando se lo combina con dióxido de carbono, tal

como revelan los bioensayos de comportamiento (Eiras y Jepson, 1991; Geier er al.,

l999a; Steib et al., 2001; Dekker er al., 2002). Algunos autores señalan la importancia

del ácido láctico como una clave que resalta la preferencia por un hospedador debido

a diferencias en la cantidad de este ácido en los distintos hospedadores (Steib et al.,

2001; Dekker et al. , 2002).

Es interesante destacar también que se ha encontrado una alta especificidad en

la respuesta de las vinchucas por el isómero “L” del ácido láctico. Este resultado

concuerda con datos previos obtenidos por Bernard (1974), quien registró la respuesta

al ácido láctico de las células receptoras de las sensilias basicónicas de pared gruesa

en las antenas de T. infestans. Bernard nunca observó respuestas electrofisiológicas al

D-ácido láctico en este quimiorreceptor, aunque sí al L-ácido láctico. Si bien el

isómero “D” del ácido láctico no ha sido informado como presente en los olores del

hospedador, es llamativo que los receptores antenales sean capaces de percibir sólo el

isómero “L”. Si bien se conocen otros ejemplos de reconocimiento específico de

isómeros en insectos, en esos casos, el reconocimiento de cada uno de ellos tiene una

funcionalidad biológica particular, e.g., la separación de las señales feromonales de

especies simpátricas (Klimetzek et al., 1976).

I Ácidos grasos, L-ácido láctico y dióxido de carbono

Una característica altamente específica de la piel humana es la presencia de

altos niveles de ácidos grasos libres (Nicolaides, 1974), los que potencialmente

pueden representar un grupo confiable de kairomonas para los insectos hematófagos

en su orientación a un hospedador (Knols y De Jong, 1996). El papel que jugarían los
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ácidos grasos como claves químicas asociadas a los hospedadores vertebrados ha sido

discutida para distintos insectos hematófagos. Por ejemplo, el mosquito Anopheles

gambiae es atraído a una mezcla sintética de 18 ácidos carboxílicos (también

presentes en el olor del queso Limburger) en concentraciones muy bajas (Knols et al.,

1997; Knols y Meijerink, 1997), aunque provoca un efecto repelente en altas dosis

(Knols et aL, 1997). Por otro lado, experimentos de comportamiento en el mosquito

Aedes aegyptí mostraron que estos insectos serían capaces de discriminar entre ácidos

grasos de distinta longitud de cadena, siendo las combinaciones más atractivas las de

Cl-C3 (ácidos: fórmico, acético, propiónico) y C5-C8 (ácidos: valérico, caproico,

heptanoico y octanoico). Es muy importante resaltar que estas mezclas sólo fueron

efectivas al combinarlas con L-ácido láctico en una concentración determinada

(Bosch et aL, 2000). Ostekamp y colaboradores (1999) identificaron en otros

artrópodos hematófagos, tales como las garrapatas Boophilus microplus y Ixodes

ricinus, diversos ácidos grasos (ácidos valérico, caproico, etilhexanoico, heptanoico,

entre otros) que en altas dosis resultaban estimulantes de estos animales en

experimentos de olfatometría.

La percepción de ácidos grasos por parte de diversas especies de insectos

hematófagos está en concordancia con la alta sensibilidad encontrada en los

quimiorreceptores para estos compuestos, revelada a través de estudios de

electrofisiología (Steullet y Guerin, 1994; Meijerink y van Loon, 1999; Costantini et

aL, 2001; van der Brock y den Otter, 1999). En las vinchucas también se ha descripto

un tipo de sensilia basicónica (GP2) capaz de detectar ácidos grasos de cadena corta,

tales como los ácidos isovalérico, butírico, 2-metilbutírico y el isobutírico

(Guerenstein y Guerin, 2001). De los estudios de electrofisiología realizados durante

el desarrollo de este capítulo, podemos agregar a lista de ácidos grasos que son
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detectados por las antenas de estos insectos, a los ácidos propiónico, valérico y

caproico.

A partir de los estudios comportamentales presentados en este capítulo se

determinó que los ácidos grasos, al ser presentados como estímulos individuales, no

serían capaces de modular el comportamiento de las vinchucas en ningún sentido. Sin

embargo, al combinarlos con 100 ug de L-ácido láctico, los ácidos C3, C4 y C5

evocaron una respuesta orientada en las larvas. Sin embargo, este no fue el caso del

C6 en ninguna de las cargas de estímulo empleadas. Si bien la antena de las vinchucas

es capaz de detectar intensidades muy bajas de ácido caproico, estos insectos no

manifestaron alguna respuesta comportamental frente a dicha sustancia. Una

posibilidad podría ser que este ácido no sea una clave relevante en el contexto de

búsqueda del hospedador y sea importante como estímulo en otro contexto del

comportamiento de estos insectos y por este motivo tenga receptores sensibles a este

ácido. Sin embargo, otra posibilidad también sería que este compuesto evoque un tipo

de respuesta a la cual el diseño experimental empleado en este trabajo no sea sensible.

Para dilucidar estas cuestiones serán necesarios más estudios al respecto.

Se observó entonces, una interacción de tipo sinergista entre C3, C4, C5 y el

L-ácido láctico, como se describió para la combinación entre L-ácido láctico (100 ug)

y el C02 (150 y 300 ppm), donde los sintéticos ofrecidos de manera conjunta generan

en las vinchucas un comportamiento de orientación que desaparece cuando son

presentados separadamente. Es evidente en este punto que el L-ácido láctico tiene un

papel relevante como sinergista en la respuesta de orientación en las vinchucas.

Un hecho peculiar observado en este trabajo fue que m la mezcla más

diluida de ácidos grasos, i.e., “C3C4C5 (2)”, y en presencia de L-ácido láctico, resultó

ser un estímulo fuertemente atractivo para las vinchucas y no así la mezcla más
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concentrada “C3C4C5 (l) + LLA”. Frente a ésta, las vinchucas se mostraron

indiferentes, aún cuando la mezcla “C3C4C5 (1)” estaba constituida por aquellas

intensidades de estímulo de ácidos grasos que de manera separada (aunque en

combinación con LLA) evocaban una respuesta orientada en las vinchucas (Figs. 5.1 l

y 5.12). Un fenómeno similar fue encontrado en garrapatas, donde una mezcla

compuesta por 7 sustancias (entre los que se encontraban varios ácidos grasos de

cadena corta como, pirúvico, etilhexanoico, hexanoico y valérico) era capaz de evocar

una respuesta de orientación similar a la de un extracto de piel bovina. Sin embargo,

al presentar estos compuestos individualmente como sintéticos puros se los debía

aplicar en dosis 104 veces superiores para provocar el mismo efecto comportarnental

que lograba la mezcla de 7 (Ostekamp et al., 1999). Se podría especular, entonces,

que los compuestos de la mezcla podrían ejercer un efecto sinérgico entre sí cuando se

los presentan conjuntamente, i.e., sólo en presencia de una mezcla de proporciones e

intensidades adecuadas. En cambio, cuando los componentes son presentados de

manera individual (con agregado de L-ácido láctico) son necesarias intensidades de

estímulo mucho mayores para generar una respuesta de atracción de magnitud

equivalente.

El agregado de C02 (en concentraciones subumbrales de percepción para las

vinchucas) a la mezcla “C3C4C5 (2)” y en presencia de LLA incrementó la respuesta

de atracción en las vinchucas. Mas aún, las larvas caminaron en dirección a la

corriente de aire transportadora de esta combinación de estímulos químicos con una

menor dispersión angular, i.e., los ángulos medio de desplazamiento se apartaron

menos de la posición de la corriente de estimulación, tal como lo hicieron cuando un

ratón fue utilizado como fuente de estímulos. En estos ensayos el C02 estaría

potenciando la respuesta de los otros componentes de la mezcla y mejorando la
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precisión de la trayectoria desplegada por las vinchucas en su aproximación a la

fuente de emisión. Es importante destacar que este efecto potenciador del dióxido de

carbono sólo se haría evidente para una mezcla de compuestos adecuada y en

presencia de L-ácido láctico.

La estimulación con un ratón modificó la forma de aproximación de las

vinchucas en cuanto a la sinuosidad de la trayectoria (la mínima encontrada) y a la

desviación angular con respecto a la posición de la fuente de estimulación. Las

vinchucas se aproximarían a una fuente compleja de señales químicas y fisicas como

un ratón de manera casi rectilínea, con la mínima desviación de sus ángulos de

desplazamiento. Aunque la mezcla “C3C4C5 (2) + LLA + C02” provocó una fuerte

atracción en las vinchucas y una baja dispersión angular respecto de la ubicación de la

fuente (de manera similar a lo que ocurre con un ratón), la sinuosidad de la trayectoria

de las vinchucas, bajo esta condición de estimulación química, no fue diferente a otra

de la misma modalidad. Así, la combinación de estímulos más compleja posible, esto

es, un hospedador vivo, evocaría cambios en el/los posible/s mecanismo/s de

orientación involucrado/s que no se observaron con las combinaciones más simples de

señales químicas.

Si bien se ha logrado identificar una mezcla de olores capaz de asemejar en

condiciones de laboratorio la atracción provocada en las vinchucas por un

hospedador, es evidente que todavía queda un largo camino por recorrer para emular

de manera idéntica la respuesta evocada por un hospedador vivo en las vinchucas.
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CONCLUSIONES FINALES

La vinchuca Triatoma infestans ha demostrado tener la habilidad de utilizar

claves sensoriales de diversa modalidad en su orientación hacia una fuente potencial

de alimento.

En este punto, a partir de la información existente y de los resultados

obtenidos en la presente Tesis Doctoral, es posible especular respecto a cómo las

diferentes señales externas e internas controlan el comportamiento de alimentación de

las vinchucas. Durante el día, cuando sus hospedadores se encuentran activos, estos

insectos permanecen dentro de los refugios, protegidos de la eventual predación.

Durante ese período, un sistema de control circadiano mantiene bajo el nivel de

actividad espontánea, permaneciendo los insectos en akinesís. Este control de la

inactividad se completa con una fuerte tigmotaxis, una tendencia marcada a evitar

sitios iluminados (folotaxis negativa), feromonas que arrestan a las chinches dentro de

los refugios y la depresión de la motivación a responder a ciertos estímulos de sus
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hospedadores, tal como el dióxido de carbono. Al llegar la noche, y coincidentemente

con el cese de actividad y entrada en reposo de los hospedadores, las vinchucas

comienzan a abandonar su estado de akinesis. Al mismo tiempo, su sistema sensorial

es ajustado en su sensibilidad; los órganos visuales se adaptan a la oscuridad y las

fuentes de dióxido de carbono se vuelven atractivas. Así, las vinchucas abandonan los

refugios hacia espacios semicerrados o cerrados donde abundan las claves emanadas

por sus hospedadores. El dióxido de carbono y otros olores, tales como el l-octen-3­

ol, L-ácido láctico y ácidos propiónico, butírico y valérico entre otros olores

provenientes del hospedador, alertarán a las chinches de la proximidad de fuentes

potenciales de alimento. La localización de las mismas, es asistida por corrientes de

aire que transportan diversas claves químicas y que el animal sólo debe seguir para

alcanzar su objetivo. Es necesario recordar en este punto que, dada la estrecha

asociación de las vinchucas con sus hospedadores vertebrados, estos insectos no se

ven obligados a recorrer grandes distancias para hallar alimento. De todos modos, el

sistema sensorial de las vinchucas está capacitado para explotar una gran diversidad

de claves fisicas y químicas, las que detecta con gran sensibilidad y que le sirven de

guía. Las mezclas de sustancias volátiles, las corrientes de aire que las transportan, el

vapor de agua y el calor constituyen un complejo de estímulos que permiten a estos

insectos el reconocimiento y la localización precisa de sus hospedadores. Si bien cada

uno de ellos podría brindar información suficiente para la orientación espacial, dada la

sensibilidad y la distancia a recorrer, la convergencia unimodal y multimodal puede

ser relevante en la definición de un contexto dado y como “marca” particular de un

dado hospedador. La presencia de múltiples señales incrementará la certeza respecto a

la presencia y naturaleza de un hospedador, mientras que un estímulo único o unos

pocos representaría información insuficiente para la identificación certera. El vapor de
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agua, por su parte, actuará como un exaltador de la respuesta de orientación de las

vinchucas hacia una fuente de calor a cierta distancia. Dado que la cantidad de calor

transportada por el aire desde una fuente térmica varía de acuerdo con su contenido de

vapor de agua, en consecuencia, los receptores de calor de las vinchucas serán más

estimulados en condiciones de aire húmedo que seco, gracias a una transmisión de

calor facilitada. De esta manera, el vapor de agua emanado por el cuerpo del

hospedador posibilitaría también la detección del mismo por parte de las vinchucas

desde cierta distancia. El calor emanado por el hospedador aparece como la única

clave necesaria y suficiente para inducir a las vinchucas a picar. Es esta clave la que le

brindará a las vinchucas la información necesaria para extender la proboscis sobre el

lugar a picar. Una vez en contacto con la piel, el contacto con una superficie caliente

desencadenará los cambios en las propiedades mecánicas de la cutícula que ocurren

durante la ingestión de alimento. Al perforar la piel con los estiletes, durante la

búsqueda y reconocimiento de la sangre que fluye por el interior de los vasos, son las

propiedades químicas de los fluidos las que serán evaluadas. Una vez completada la

alimentación, de acuerdo a la actividad de los receptores de distensión asociados a la

pared del cuerpo, el animal abandona al hospedador. Al alejarse del mismo, las

mismas claves responsables de la aproximación podrían, potencialmente, guiar el

alejamiento, simplemente a través de un cambio de signo en la respuesta. Avanzada la

noche, la actividad espontánea disminuye y los insectos permanecerán fuera de los

refugios, realizando una copiosa diuresis. Cerca del amanecer, el nivel de actividad

espontánea se incrementa. Sin embargo, este aumento de la actividad no está asociado

a un aumento en la sensibilidad a olores del hospedador. Es en este momento cuando

las vinchucas regresan a sus refugios utilizando marcas químicas dejadas por
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conespecíficos en los accesos a los refugios (heces) y en su interior (huellas

químicas).

Es importante recordar en este punto, que varios de los compuestos volátiles

típicamente asociados a un hospedador y que provocan respuestas a nivel sensorial o

perceptual en las vinchucas han sido descriptos como componentes de mezclas

odoríferas con función en la comunicación intraespecífica (e.g., ácidos isobutírico,

ácido acético, aldehídos, etc.) (Ward, 1981; Guerenstein y Guerin, 2001; Fontan et aL,

2002; Rojas et aI., 2002). Así, la sensibilidad a diversos estímulos, todos ellos

asociados a hospedadores, no solo incrementan la capacidad de detección de una

fuente de alimento, sino que definirían un contexto particular, evitando la ambigüedad

generada por componentes aislados. Por ejemplo, la presencia de ácido isobutírico en

el ambiente podría representar tanto la presencia de un hospedador, como una señal de

alarma. El uso parsimonioso y dependiente del contexto de las señales de orientación,

permitiría además, un aprovechamiento más eficiente de las capacidades de detección

del sistema sensorial de recepción, ya que serían necesarios menos tipos de

receptores. Sin embargo, será el sistema nervioso quien deberá efectuar el

reconocimiento y dar un significado a una señal en particular, a través de la

integración multimodal a nivel central.

Durante el desarrollo de este trabajo, se ha evaluado la respuesta de atracción

de las vinchucas por diversos estímulos asociados normalmente a un hospedador,

solos o combinados entre sí. Es pertinente preguntarse, en este punto, cuál es la

eficiencia relativa de tales atractantes o, dicho de otro modo, ¿cuál es nuestra

capacidad de simular un hospedador? Los resultados aquí presentados permiten

realizar una evaluación, al menos parcial, de ambos aspectos, dado que se ha

cuantificado la atracción por diversas señales aisladas y en combinación, y también la
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respuesta a un hospedador vivo. En primer lugar, se debe decir que el vapor de agua

por sí solo parece ser un estímulo relevante sólo en la aproximación cercana o como

transportador de calor. El dióxido de carbono, por su parte, es detectado por las

vinchucas con una sensibilidad relativamente mayor o similar a otros insectos

hematófagos. Sin embargo, a pesar de ser liberado en grandes cantidades por la

respiración y menos por la piel, su concentración en el aire que rodea el cuerpo de un

hospedador decae rápidamente con la distancia. Los compuestos volátiles, como el L­

ácido láctico, el l-octen-3-ol y los ácidos grasos de cadena corta (ácidos propiónico,

butírico y valérico), mostraron evocar en combinación (o solo en el caso del l-octen­

3-01) una atracción efectiva, aunque la estimación de la distancia máxima de

percepción por parte de los insectos es dificil de ser estimada. Una aproximación

posible para la evaluación de la eficiencia de un compuesto o de una mezcla atractiva,

es comparar los distintos parámetros cuantificables de la respuesta comportamental

durante la orientación a un hospedador. En el caso aquí analizado, una de las mezclas

de ácidos grasos con L-ácido láctico y dióxido de carbono en concentraciones

particulares presentó valores del índice de orientación y de dispersión angular de la

trayectoria similares a los de un ratón.

En los insectos hematófagos en general y en las vinchucas en particular,

diversos autores proponen la utilización de atractantes para la captura o detección de

los mismos. No escapa al interés de esta Tesis Doctoral la posibilidad de transferir el

conocimiento obtenido al desarrollo o mejora de herramientas de control de insectos

vectores de enfermedades. Un entusiasta de la investigación aplicada podría encontrar

más de un motivo para interpretar dicha combinación de sustancias volátiles (ácidos

grasos, L-ácido láctico y C02) como una buena simulación de un hospedador vivo.

Sin embargo, en este caso, sería preferible ser más cautelosos en las interpretaciones.
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Si bien es cierto que la similitud de la respuesta de los insectos frente a una y otra

fuente de estímulos es grande, debemos considerar que lo es bajo condiciones

experimentales que difieren mucho de las condiciones naturales que deben enfrentar

los insectos. Por otra parte, no debemos olvidar dos hechos relevantes. En primer

lugar, que un hospedador vivo genera una combinación de estímulos de distinta

modalidad mucho más compleja que la simple mezcla de unos pocos componentes.

En segundo lugar, porque las vinchucas poseen una gran cantidad y variedad de

receptores sensoriales dedicados a la recepción de estímulos asociados a la búsqueda

de alimento. Así, la posibilidad de “competir” eficientemente con hospedadores vivos

bajo condiciones naturales aparece como una perspectiva que demandará mucho

esfuerzo y dedicación.

El presente trabajo de Tesis Doctoral aporta nuevos datos relevantes para la

comprensión de las estrategias y claves asociadas a la detección y localización de sus

hospedadores por parte de las vinchucas. Se ha puesto en evidencia la importancia del

vapor de agua como clave de orientación, la sensibilidad al dióxido de carbono y su

modulación, la existencia de un reloj circadiano endógeno que controla la sensibilidad

al C02 y las interacciones unimodales y multimodales que tienen lugar en la

localización de una fuente de estímulos, así como también el efecto de la estructura

temporal de una pluma de olor en la respuesta de orientación de las vinchucas. Este

trabajo abre nuevos interrogantes que merecen ser analizados en el futuro. Entre ellos,

los mecanismos de orientación involucrados en cada etapa de la aproximación, las

distancias máximas de detección de cada señal y del complejo de estímulos, las

modalidades de integración periférica y central de las claves externas (e.g., térmica,

química, etc.) e internas (e.g., variables bajo control circadiano y del estado

fisiológico), y las variables responsables de la expresión de preferencia de un

150



hospedador por parte de las vinchucas. Este trabajo aporta una base metodológica

efectiva y una buena cantidad de información a quienes deseen continuar con el

análisis de esta problemática.
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