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COMUNICACION SEXUAL EN TRIATOMINOS (HETEROPTERA:
REDUVIIDAE): CLAVES QUIMICAS ASOCIADAS AL VUELO Y AL
APAREAMIENTO

Resumen

Se analiz6é el papel de las claves quimicas en la comunicacion sexual de las vinchucas
Rhodnius prolixus y Triatoma infestans. Se evaluo6 la existencia de claves quimicas que fueran
capaces de disparar el vuelo en R. prolixus en el contexto sexual. Las observaciones del
comportamiento de vuelo mostraron que una corriente de aire limpio es suficiente para
orientar el inicio del vuelo de hembras y machos. El agregado de olores de hembras a dicha
corriente provocod un incremento en la frecuencia de activaciéon de vuelo de machos. Se
analizo la fuente de las claves quimicas que promovian el vuelo de los machos por medio de
oclusiones alternadas de las glandulas de Brindley y/o metasternales. La oclusion de las
glandulas metasternales de las hembras implicd un descenso en los niveles de vuelo de los
machos. Ademads, los extractos naturales de estas glandulas promovieron el vuelo de los
machos demostrando su relevancia en la estimulacion del vuelo, lo que sugiere un posible
papel en la comunicacion sexual de R. prolixus. Los volatiles de las glandulas metasternales
de la hembra fueron puestos a prueba sobre la antena de machos de R. prolixus y T. infestans
por medio de cromatografia gaseosa acoplada a -electroantenografia (CG-EAG). La
estimulacion de las antenas de machos de R. prolixus mostr6d que responde al 2-metil-3-buten-
2-0l, 2-metil-1-butanol y (2S)-pentanol. En 7. infestans las antenas de los machos sélo
respondieron consistentemente a la 3-pentanona. La presentacion de volatiles de 2-metil-1-
butanol estimuld el vuelo de machos de R. prolixus del mismo modo que lo hicieron las
hembras presentadas como estimulo. Finalmente, se explor6 la funcién de los lipidos
cuticulares en la comunicacion sexual de 7. infestans. La remocion de estos compuestos en las
hembras implicé una reduccion de los intentos de copula de los machos. Los machos
mostraron una recuperacion de los intentos de copula cuando se reconstituyé artificialmente
dichos lipidos sobre la cuticula de las hembras.

Palabras Clave

Triatominae, comportamiento sexual, comunicacion quimica, feromonas, vuelo,
electrofisiologia, Mal de Chagas.



SEXUAL COMMUNICATION IN TRIATOMINES (HETEROPTERA:
REDUVIIDAE): CHEMICAL CUES ASSOTIATED WITH FLIGHT AND MATING

Abstract

The role of chemical cues in the sexual communication of the kissing bug Rhodnius prolixus
and Triatoma infestans was analysed. Chemical cues capable of triggering flying behaviour of
R. prolixus were evaluated in the sexual context. Observations of flying behaviour showed
that a clean airstream guides the takeoffs of males and females by itself. The addition of odors
of females to this airstream caused an increase in the frequency of flight activation of males.
The source of the chemical cues that promoted takeoffs in males was analysed by alternate
occlusion of Brindley and metasternal glands orifices. Metasternal gland occlusion caused a
decrease of flight activity in males. Besides, metasternal natural extracts promoted takeoff
activity in males revealing their relevance in promoting the males flight behaviour and
suggesting their participation in the sexual communication of R. prolixus. Antenna of R.
prolixus and T. infestans males were stimulated with metasternal glands volatiles of females
by using electrophysiological techniques. Antenna of males of R. prolixus responded to 2-
methyl-3-buten-2-ol, 2-methyl-1-butanol and (2S)-pentanol. Antenna of males of T. infestans
responded to 3-pentanone. The presentation of 2-methyl-1-butanol volatiles stimulated the
flight of males of R. prolixus in the same way as the females presented as stimulus did.
Finally, we explored the role of cuticular lipids in the sexual communication of 7. infestans.
The removal of these compounds in females resulted in a reduction of mating attempts by
males. Males showed a recovery of copulation attempts when these lipids were artificially
reconstituted on the cuticle of females.

Keywords

Triatominae, sexual Dbehaviour, chemical communication, pheromones, flight,
electrophysiology, Chagas disease.
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CAPITULO 1

Introduccion general

La ciencia esta construida en base a hechos, como una
casa esta construida de piedras; pero una acumulacion
de hechos no hace a la ciencia del mismo modo que una
acumulacion de piedras no hace a una casa.

Henri Poincaré, Science and Hypothesis, 1905.
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1. COMUNICACION QUIMICA

1.1. Comunicacion quimica entre organismos

A lo largo de la evolucion los insectos y otros animales desarrollaron mecanismos de
comunicacion quimica caracteristicos, utilizados para la transferencia de informacion entre
individuos de la misma especie. Para esto es imprescindible un flujo de informacién que
involucre la interaccion entre una fuente (el emisor) y un receptor. Entre ambos existe un
canal de transmision, o sea, un medio disponible por el cual la informacion es transmitida.
Para que suceda la transmision de informacién, el organismo receptor debe ser capaz de
reconocer las sefales emitidas por el emisor (Dusenbery, 1992). Hablamos, entonces, de
comunicacion quimica cuando la transmision de informacién se realiza mediante la emision
de compuestos quimicos desde la fuente hacia el receptor a través del canal quimico de
comunicacion.

Los estimulos quimicos son considerados una de las principales sefiales que utilizan
los insectos para llevar a cabo actividades cruciales para la supervivencia, como la busqueda
de alimento, de pareja o de sitios de oviposicion, entre otros. Las sefiales quimicas participan
en la mediacion de los procesos fisiologicos y comportamentales y se clasifican seglin la
funcionalidad y el beneficio conferido durante la transferencia de informacion. Dicke y
Sabelis (1988) definen a un semioguimico o infoquimico como una sustancia quimica que
transporta informacion de un organismo a otro de la misma o de diferente especie
agrupandolos en: feromonas y aleloquimicos. Las feromonas son sefiales quimicas que
median interacciones entre individuos de la misma especie, donde el receptor, el emisor o
ambos son los beneficiados (Dusenbery, 1992). Dentro de esta categoria existe una gran
diversidad de sustancias que de acuerdo a su funcion pueden distinguirse en feromonas

sexuales (median la atraccion entre machos y hembras) (Karlson y Butenandt, 1959), de
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Claudia A. Zacharias Introduccion General

agregacion (promueven el acercamiento entre individuos), de alarma (generan un estado de
alerta frente a alguna forma de peligro), de marcado de sendero (demarcan el camino hasta
una fuente de alimento), de oviposicion (indican la existencia de un lugar donde fueron
depositados los huevos de una determinada especie) (Hubbard et al., 1987), entre otros. Por
otra parte, los aleloquimicos median interacciones entre individuos de especies diferentes o
interespecificas, que pueden resultar mas o menos favorables para el emisor o para el receptor
(e.g., kairomonas, alomonas, sinomonas). Se requiere, entonces, un profundo conocimiento de
la actividad bioldgica de las especies actuantes y del contexto comportamental para alcanzar

una correcta consideracion de la funcionalidad y del valor adaptativo de un aleloquimico.

1.2. Quimiorrecepcion en insectos

Los insectos dependen sustancialmente del olfato para desempefiar sus actividades
comportamentales. Los olores son utilizados para la localizacion de las presas u hospedadores
y también en la defensa, la seleccion de plantas o lugares para oviponer, en la busqueda de un
compafiero sexual, en los procesos de cortejo y apareamiento o en la organizacion de las
actividades sociales (Birch y Haynes, 1982). Los insectos, al igual que la mayoria de los
animales, adquieren la informacion del medio que los rodea a través de sus Organos
sensoriales. La unidad estructural y funcional basica de recepcion mecano- o quimiosensorial
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 particularmente
en las antenas, donde se pueden encontrar en grandes densidades. La antena de los insectos es,
entonces, el principal 6rgano responsable de la percepcion de olores. Los diferentes tipos de
sensilias de diversas modalidades (mecano-, quimio-, termo-higrorreceptoras) se caracterizan

por una porcidon cuticular, que varia ampliamente en cuanto a su forma y dimensiones,
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sistema nervioso central (Chapman, 1998).

Partes de la
neurona

Vaina de dendritas distales =

Base del pelo

Exouticula

__— Endocuticula
Dendrita distal

Vaina de la dendrita

Cavidad de la linfa receptora
Region ciliar
C¢lula tecogena

S| Célula tricogena
i JV Célula tormogena

_J— C¢lula epitelial

Dendritas proximales ==

Axones Lamina basal

Introduccion General

asociada a una o mas células receptoras o sensoriales y pueden tener ninguno, uno o multiples
poros distribuidos en su superficie (Fig 1.1). Cada sensilia olfativa contiene una o mas células
receptoras y tres células auxiliares, llamadas tricogenas, tormdgenas y tecdgenas. Las
moléculas de olor pasan a través de los poros de la cuticula a la linfa de la sensilia y se unen a
proteinas solubles que las transportan hasta receptores de la membrana de las dendritas
(Kaissling, 1987; Nation, 2002). En las dendritas, las moléculas de olor son reconocidas por
las proteinas receptoras. La conformacion de la proteina receptora es alterada por la ligadura
de la molécula de olor, que conduce a la apertura de los canales de sodio en la membrana de

la célula nerviosa y desencadena potenciales de accidon que transportan la informaciéon al

Figura 1.1. Sensilia olfativa de insecto. La parte terminal del pelo se muestra aumentada para
mostrar los poros (modificado de Chapman, 1998).
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1.3. Respuesta comportamental

La recepcion de un estimulo puede desencadenar comportamientos de reconocimiento
y localizacion de la fuente emisora. El animal que recibe una sefial y es afectado por ésta,
puede modificar su actividad general o s6lo permanecer en alerta a la aparicion de otras
sefales. La relevancia y/o la persistencia de una fuente de estimulacion podrian desencadenar
un comportamiento de orientacién (atraccion, repelencia o menotaxia) hacia la fuente, asi
como también no generar respuesta alguna. Los comportamientos de atraccion suelen estar
presentes en situaciones de busqueda a mediana y larga distancia de estimulos positivos, en
donde las claves quimicas desempefian un papel importante.

La deteccion de un estimulo puede ser utilizado como una guia para orientarse y
alcanzar la fuente de dicho estimulo mediante mecanismos que pueden agruparse en kinesis y
taxias. Las kinesis implican que el organismo responde con una variacion en la velocidad de
desplazamiento en funcidn de la intensidad del estimulo (e.g., concentracion de un compuesto
quimico), mientras que las taxias comprenden a los comportamientos de orientacion cuya
respuesta del organismo depende de la direccion del estimulo. Las taxias pueden estar
condicionadas segun la modalidad del estimulo, como la quimiotaxis, termotaxis o fototaxis
que implican respuestas guiadas por seales quimicas, térmicas o luminicas, respectivamente.
La quimiotaxis, particularmente, implica que el animal orienta el eje de su cuerpo en direccion
a la fuente de estimulo, debido a que puede percibir el gradiente de olor. Otra taxia, como la
anemotaxis, se refiere a la respuesta orientada de un animal en respuesta a la presencia de una
corriente de aire. La corriente de aire puede funcionar como transportador de olores que
sensibiliza al insecto y podria causar que éste se oriente a favor (anemotaxis positiva) o en
contra (anemotaxis negativa) del sentido de la corriente. La mayoria de los organismos son

capaces de emplear mas de una de estas estrategias, i.e., kinesis y/o taxias, de forma
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combinada, que dependen de las circunstancias y del contexto (Dusenbery, 1992; Bell et al.,

1995).

1.4. El comportamiento sexual y la comunicacion quimica entre sexos en insectos

El comportamiento sexual de los insectos puede ser dividido en diferentes fases
sucesivas entre las que se reconocen: 1) atraccion a larga distancia (e.g., vuelo orientado por
corrientes modulado por olores), 2) atraccion a corta distancia, 3) comportamiento de cortejo,
4) copula y 5) interaccidon post-copula, i.e., permanencia del macho junto a la hembra durante
un tiempo indeterminado, probablemente para prevenir posteriores copulas de la hembra con
otros machos (Groot, 2000). Las distintas especies de insectos no siempre despliegan todas las
fases, por ejemplo, las especies gregarias no precisan atraer a individuos del sexo opuesto a
larga distancia. Cuando los adultos no se distribuyen préximos unos con los otros, uno de los
sexos puede utilizar distintas vias de comunicacién (e.g., quimica, visual o auditiva) durante
la busqueda de pareja (Lewis, 1984). Habitualmente, es uno de los sexos el que emite la sefial
para atraer al sexo opuesto y son las sefiales quimicas las mds efectivas para atraer a las
parejas sexuales a distancia y para promover la copula (Cardé y Bell, 1995; Cardé¢ y Minks,
1997).

La comunicacion quimica no es la unica modalidad utilizada para la comunicacion
entre sexos pero ésta es ampliamente utilizada durante el comportamiento reproductivo de
muchas especies. Los machos y hembras de diversas especies de insectos se comunican
previamente o durante el apareamiento mediante la liberaciéon de compuestos volatiles. La
sustancia o mezcla de sustancias quimicas que son secretadas al exterior por individuos de un
sexo y que desencadenan respuestas de comportamiento sexual en otro individuo receptor del
sexo opuesto son llamadas feromonas sexuales (Karlson y Liischer, 1959). Las feromonas son

vitales en la comunicacion entre los individuos de una misma especie y las respuestas de los
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insectos a estos compuestos son robustas y estables. Estas sustancias son capaces de modificar
el comportamiento del insecto y son utilizadas con frecuencia en el manejo y la regulacion de
poblaciones de insectos plaga. Las feromonas sexuales responsables por la orientacién a
distancia fueron primeramente descriptas e identificadas quimicamente en lepidopteros
(Butenandt ef al., 1959) y actualmente son utilizadas para monitorear plagas agricolas (Minks
y Van Deventer, 1992; Cardé y Minks, 1997).

La produccion y liberacion de las feromonas sexuales desde los individuos emisores y
las respuestas correspondientes de los insectos receptores dependen de la edad, el estado
reproductivo, tiempo de ayuno o, incluso, de factores ambientales (McNeil, 1991; Raina et
al., 1992; 1994; Landolf y Philips, 1997). Por ejemplo, las hembras podrian liberar una
feromona solamente al encontrar suficiente disponibilidad de alimento para la prole y
coordinar asi su comportamiento reproductivo (Raina et al., 1992). La mayoria de las
feromonas que han sido identificadas fueron estudiadas en lepidopteros y son, usualmente,

secretadas por las hembras (Tamaki, 1985).

2. GENERALIDADES DE LOS TRIATOMINOS

2.1. Importancia epidemiologica de triatominos

La subfamilia Triatominae (Orden: Heteroptera, Familia: Reduviidae) incluye 141
especies descriptas agrupadas en 18 géneros (Galvao et al., 2003; Forero et al., 2004; Costa et
al., 2006, Costa y Felix, 2007; Sandoval et al., 2007; Martinez et al., 2007; Bérenger y
Blanchet, 2007) con tamafios que varian en el adulto desde 5 hasta 45 mm.

Los triatominos son insectos paurometabolos, i.e., sus larvas son morfolégicamente
muy similares a los adultos, aunque de menor tamaio, sin alas y con un sistema reproductor

inmaduro, y con los cuales comparten hébitat y nicho trofico. La mayoria de las especies de
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vinchucas, nombre con el que comunmente se conoce en Argentina a los triatominos,

alimentan de sangre de vertebrados endotermos, con quienes conviven en cercana relacion ya

SC

que pueden habitar en los mismos ambientes. Existen excepciones a esta generalidad, como

Triatoma pseudomaculata a la que se ha reportado alimentindose de la hemolinfa de la

cucaracha Periplaneta americana (Blattodea: Blattidae) (Pontes et al., 2005) o Dipetalogaster

maximus y Triatoma guasayana, que se alimentan también de sangre de reptiles (Carcavallo

et al., 1998).

Se ha comprobado que mas de la mitad de las especies de triatominos pueden ser
vectores del protozoario pardsito Trypanosoma cruzi, agente causante de la enfermedad de
Chagas (Chagas, 1909; Lent y Wygodzinsky, 1979; Zeledéon y Rabinovich, 1981;
Schofield y Dolling, 1993) también conocida como tripanosomiasis americana. Esta
enfermedad se encuentra catalogada por la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO)
como la tercera enfermedad mas importante en Sudamérica, Centro América y Mé¢jico.
Actualmente existen entre 6 y 9 millones de personas infectadas con este parasito y se
estima que alrededor de 75 millones se encuentran en areas de riesgo de transmision
(WHO, 2006; Ghul, 2007; Coura y Dias, 2009). En la Republica Argentina la zona
endémica para esta enfermedad se extiende desde el norte del pais hasta el norte de la
provincia de Chubut (Guhl, 2007; Salvatella, 2007). Esta tripanosomiasis es la principal
endemia de nuestro pais y alrededor del 8% de la poblacion esta infectada. Las especies de
triatominos de mayor importancia epidemiologica son aquellas que colonizan facilmente
las viviendas humanas, ya que ocupan grietas, 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 murci¢lagos (Carcavallo et al., 1998).
Existen varias vias de transmision del parasito, entre las cuales se incluye la via vectorial,

la transplacentaria y amamantamiento, transfusion de sangre contaminada, transplante de

18



Claudia A. Zacharias Introduccion General

organos o contaminacion accidental en el laboratorio. La transmision vectorial responde al
80% de los casos conocidos de la enfermedad en zonas rurales de América Latina (Dias,
1987) y ocurre por medio del contacto de las heces del triatomino, cuando contiene al
parédsito en la etapa de tripomastigote metaciclico, con las mucosas o la sangre del
hospedador endotermo. El contagio por via vectorial usualmente ocurre durante la
picadura de alimentacion del insecto (Chagas, 1909; Zeledon y Rabinovich, 1981). No
existen vacunas ni tratamientos que permitan curar a los pacientes luego del
establecimiento definitivo de la enfermedad. El control de los insectos vectores es, por lo
tanto, la principal herramienta que permite evitar el modo de trasmision mas frecuente. En
la actualidad, la deteccion de las vinchucas en el campo se basa en la inspeccion manual
con la ayuda de desalojantes quimicos y en la utilizacién de dispositivos o sensores que
ofrecen refugio a los insectos (Schofield, 1994; Giirtler et al., 1999). Estos dispositivos
estan diseflados para detectar alguna sefial de la presencia de vinchucas, tales como los
excrementos, las exuvias o los huevos. Si estos indicadores revelan la presencia de
vinchucas, se procede a la fumigacion de las viviendas con piretroides de baja toxicidad

para el ser humano.

2.2. Habitos de los triatominos

La mayor parte de las especies de triatominos ocupan ambientes silvestres y algunas
de ellas invadieron las viviendas humanas y contribuyen asi a la transmision del parasito al
ser humano (Schofield, 1994; Carcavallo et al., 1998). Varias especies incluyen al hombre
dentro de su grupo de hospedadores, tales como Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis,
Triatoma dimidiata, Panstrongylus megistus y Rhodnius prolixus como las comunmente

encontradas en el interior o en los alrededores de los domicilios humanos (Fig. 1.2).
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|

Triatoma infestans ~ Triatoma brasiliensis Triatoma dimidiata Panstrongylus megistus Rhodnius prolixus

Figura 1.2. Especies de triatominos que comunmente se encuentran en el interior de las
viviendas humanas en América Latina. A) En Argentina, Paraguay, Bolivia, Chile; B) En
Brasil; C) En América Central, Ecuador; D) En Brasil y E) En Venezuela, Colombia. (B, Cy
D gentileza Maria Anggélica de Oliveira).

T. cruzi puede ser hallado en animales silvestres (e.g., zarigiieyas, zorrinos) y puede ser
transmitido a estos ambientes por diversas especies de triatominos que cohabitan en sus
madrigueras a través de sus heces manteniendo el ciclo silvestre o zodtico del parasito, sin
participacion del hombre (Lent y Wygodzinsky, 1979; Wisnivesky-Colli et al., 1992;
Schweigmann et al., 1995; 1997; Rabinovich et al., 2000).

El ciclo domiciliar de transmisién del parasito se desarrolla en el intradomicilio
humano de areas rurales o periurbanas donde los perros y otros animales domésticos pueden
participar como reservorios del parasito transmitidos por vectores triatominos domiciliados
(Giirtler et al., 1991; Petersen et al., 1991). Por su parte, el ciclo peridoméstico se desarrolla
en el area peridomiciliaria (e.g., gallineros, corrales) e intervienen grandes cantidades de
mamiferos domésticos y triatominos de varias especies. Este ciclo representa un nexo entre el
ciclo domiciliar y el silvestre, favoreciendo entre ambos el intercambio de triatominos
infectados (Bar et al., 2002). La colonizacion por parte de los triatominos de las habitaciones

humanas y del peridomicilio habria sido posterior al establecimiento silvestre del parasito vy,
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probablemente, haya ocurrido debido a la accién de invasion, reduccion y degradacion de los
habitats naturales de los triatominos por las poblaciones humanas. Esto contribuy6 y ain
contribuye a la estabilizacion de poblaciones de insectos en ambientes artificiales donde
logran establecer colonias sustentadas por la gran oferta de alimento y refugio, y promover el
ciclo doméstico del parasito (Wisnivesky-Colli, 1993).

Las vinchucas son, en su mayoria, de hébitos nocturnos y salen de sus refugios al
comienzo de la noche (Lorenzo y Lazzari, 1996) en busqueda de alimento que es obtenido
con cierta facilidad debido a la habitual cercania entre el refugio y el hospedador. Asi, estos
insectos realizan sus actividades durante el reposo de sus hospedadores con lo cual
disminuyen la probabilidad de ser detectados evitando los comportamientos de acicalamiento
y rechazo de la picadura o predacion por parte de ellos. Muchas de sus actividades y procesos
se presentan en ventanas acotadas en el tiempo a lo largo de la noche (escotofase), por
ejemplo, la salida desde sus refugios y la busqueda de alimento (Lorenzo y Lazzari, 1996), el
inicio del vuelo (McEwen y Lehane, 1993), la dispersion (Lorenzo Figueiras et al., 1994), la
oviposicion (Constantinou, 1984; Ampleford y Davey, 1989), la preferencia por altas
temperaturas (Lazzari, 1991; Minoli y Lazzari, 2003) y la atraccion a luz beta (Bertram, 1971)
tienen lugar durante las primeras horas de la noche. Especies como 7. infestans mostraron su
maxima motivacion para caminar y la mayor sensibilidad de percepcion del didxido de
carbono, sefial asociada a la deteccion del hospedador, durante esta etapa de la noche

(Lazzari, 1992; Barrozo y Lazzari, 2004b).

2.2.1. Comportamiento y habitos de Triatoma infestans

La vinchuca T. infestans, debido a su amplia distribucion (Fig. 1.3) y habitos casi
exclusivamente domésticos y peridomésticos, es el vector mas importante de la enfermedad

de Chagas del Cono Sur de América (Lent y Wygodzinsky, 1979; Zeledon y Rabinovich,
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1981). Su principal fuente de alimento la constituyen mamiferos y aves. Aunque esta especie
se encuentra casi exclusivamente asociada a las viviendas humanas, se conocen poblaciones
silvestres en el valle de Cochabamba, en zona mas extendidas de Bolivia (Dujardin et al.,
1987; Bermudez et al., 1993; Noireau et al., 2005) y en la region del Gran Chaco de

Argentina (Schofield et al., 2006; Noireau, 2009).

Triatoma infestans

Figura 1.3. Distribucion geografica de 7. infestans (Carcavallo et al., 1999).

T. infestans es, al igual que muchos otros triatominos, un insecto hematéfago de
habitos nocturnos. Es durante la noche que desarrolla su actividad mas intensa, dedicada
principalmente a la busqueda de alimento, refugio, entre otros (Espinola, 1973; Nufiez, 1987;
Lazzari, 1992; Lorenzo y Lazzari, 1993; Lorenzo y Lazzari, 1996). Actividades tales como la
dispersion activa (Lorenzo Figueiras et al., 1994), la salida de refugios, la busqueda de
alimento (Lorenzo y Lazzari, 1996) y la preferencia por altas temperaturas (Lazzari, 1991),
ocurren al anochecer. Otras actividades, tales como el comportamiento de agregacion, la

busqueda de refugio y la preferencia por bajas temperaturas tienen lugar al amanecer. La
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actividad locomotora espontdnea presenta dos picos maximos durante el atardecer y al
amanecer (Lazzari, 1992), lo que estaria asociado a la biisqueda activa de alimento y refugio,
respectivamente.

Durante el dia estos insectos no desplegarian ninguna actividad y permanecen en sus
refugios caracteristicamente oscuros como las grietas de las paredes, los techos de paja, las
cajas de carton o los acumulos de ropa donde obtienen proteccion ante predadores
potenciales. Ademads, 7. infestans prefiere permanecer en lugares oscuros (escototaxis)
(Wiesinger, 1956) lo cual se asocia con su tendencia a refugiarse durante el dia.

En gran parte de Brasil esta especie fue practicamente erradicada a partir de rigurosas
campaias de fumigacioén y educacion, convirtiéndose P. megistus y T. brasiliensis entre las
especies de mayor importancia epidemioldgica de la zona. En América Central las especies

que se encuentran mayormente asociadas al hombre son 7. dimidiata y R. prolixus.

2.2.2. Comportamiento y habitos de Rhodnius prolixus

R. prolixus Stal 1859 es el principal vector de la enfermedad de Chagas en Venezuela,
Colombia y en algunos paises de América Central (Guatemala, Honduras, Nicaragua y El
Salvador) (Schofield, 1994) (Fig. 1.4). Esta especie estd bien adaptada a habitar en viviendas
rurales y es considerada de maxima importancia epidemioldgica (Monteiro et al., 2003). R.
prolixus varia su fuente de alimento de acuerdo a la distribucion geografica ya que se lo ha
encontrado asociado a palmeras en ambientes selvaticos en el norte de América del Sur
mientras que en América Central invade viviendas humanas. En estos diferentes ecotopos los
insectos de esta especie pueden variar sus fuentes de alimentacion de manera oportunista, por
ejemplo, Lent y Wygodzinsky (1979) reportaron que este insecto puede ser encontrado en
gallineros y comtinmente se encuentra asociado a roedores y aves sobre diversas especies de

palmera (Gamboa, 1963). Estos hospedadores pueden actuar como posibles agentes de

23



Claudia A. Zacharias Introduccion General

dispersion del vector en el ambiente silvestre ya que las hembras de R. prolixus adhieren sus
huevos al sustrato (e.g., plumas de aves) en el momento de la oviposicidon (Schilman et al.,
1996). En América Central, R. prolixus parece estar completamente confinado a los ambientes
domésticos y peridomésticos, mientras que en Venezuela y Colombia es posible encontrar
tanto poblaciones domésticas como silvestres. Esta especie posee una gran capacidad de

colonizar los ambientes artificiales en grandes densidades (Sandoval et al., 2007).

Figura 1.4. Distribucion geografica de R. prolixus (Carcavallo et al., 1999).

Desde hace muchas décadas R. prolixus se ha convertido en uno de los modelos
experimentales de laboratorio mas importantes para el estudio de la fisiologia y
comportamiento de insectos, ademas de su importancia epidemioldgica. Se trata de un insecto
relativamente grande, de facil manipulacion y de rapido establecimiento y mantenimiento en

condiciones de laboratorio.
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2.3. Comunicacion quimica en triatominos

La comunicaciéon quimica en triatominos ha estado principalmente referida a la
presencia de sustancias volatiles que promueven diferentes comportamientos, como la
agregacion, defensa y alarma o la blisqueda de pareja, entre otras. Schofield y Patterson
(1977) sugirieron la existencia de una feromona juvenil de agregacion, presente en las heces
de larvas de T. infestans y de R. prolixus, que promueve la atraccion de larvas ayunadas
aunque no asi de larvas alimentadas. La presencia de sefales quimicas de agregacion en las
heces ha sido reportada en diversas especies de triatominos (Schofield y Patterson, 1977;
Ondarza et al. 1986; Cruz Loépez et al., 1993; Lorenzo Figueiras et al., 1994; Lorenzo y
Lazzari, 1996; Lorenzo Figueiras y Lazzari, 2002a; 2002b; Pires et al., 2002; Vitta et al.,
2002). Lorenzo Figueiras et al. (1994) estudiaron la respuesta de 7. infestans frente a
sustancias volatiles presentes en las heces de larvas y reportaron un comportamiento de
agregacion alrededor de papeles impregnados con heces secas y de rechazo frente a heces
frescas. La deposicion de las heces en la cercania o entrada de los refugios les permitiria a
estos insectos reconocerlos como tales al retornar hacia ellos durante la fase final de la noche
(Lorenzo y Lazzari, 1996; Pires et al., 2002). Ademas, se comunic6 la existencia de una senal
de agregacion, denominada footprint, que esta presente en la cuticula de 7. infestans (Lorenzo
Figueiras y Lazzari, 1998), P. megistus (Pires et al., 2002) y T. pseudomaculata (Vitta et al.,
2002) que promueve el arrestamiento de individuos posiblemente a través de una sefial de
contacto.

Las vinchucas disponen también de mecanismos activos de alarma y defensa mediante
el cual los adultos perturbados emiten un olor "‘repugnante’’, facilmente percibido por el
olfato humano (Games et al., 1974; Ward, 1981; Rossiter y Staddon, 1983). La liberacion de

las secreciones de las glandulas exocrinas metasternales y de Brindley (ambas presentes
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unicamente en adultos) ha sido demostrada en condiciones de perturbacidon mecanica
(Manrique et al., 2006). Sin embargo, la mayoria de los volatiles liberados por estos insectos
luego de la perturbacion provienen de las glandulas de Brindley. Se ha sugerido que los
compuestos emitidos por estas glandulas actuarian como una feromona de alarma en base a la
respuesta comportamental de rechazo de 7. infestans frente al 4cido isobutirico, el principal
componente de la secrecion de las glandulas de Brindley (Ward, 1981). Manrique et al.
(2006) encontraron un incremento en la actividad locomotora y una respuesta en direccion
opuesta a la fuente de emision cuando larvas de 7. infestans fueron estimuladas con olores
emitidos por adultos perturbados, avalando la hipdtesis acerca de una funcion de alarma de
estos volatiles. Varios autores han estudiado el papel biologico de las glandulas de Brindley y
sugieren también posibles funciones defensivas, por ejemplo, contra posibles predadores dada
la naturaleza corrosiva de su secrecion, sin embargo, no existe aun evidencia que avale esta
proposicion (Schofield, 1979; Ward, 1981, Manrique et al., 2006). El estudio del papel de las
secreciones de las glandulas metasternales y de Brindley en la respuesta de defensa y/o alarma

de las vinchucas se encuentra actualmente en estudio en nuestro laboratorio.

2.3.1. El comportamiento y la comunicacion quimica entre sexos en triatominos

La existencia de una secuencia estereotipada de fases comportamentales previas al
apareamiento ha sido observada y descrita en buena parte de las especies conocidas de
insectos. En general, este comportamiento contribuye a la diferenciacion especifica, basada en
la seleccion sexual de las especies.

Los triatominos estan aptos para la reproduccion luego de la muda imaginal. Durante
este proceso ocurren alteraciones corporales como la aparicion de las alas, de las glandulas
exocrinas y el desarrollo del sistema reproductor (Dumser y Davey, 1974; Schofield y Upton,

1978; Rossiter y Staddon, 1983). Ademas de estos cambios, algunos factores como la edad y
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el estado nutricional son esenciales para que ocurra la copula en estos insectos hematofagos
(Regis et al., 1985; Lima et al., 1986a; 1986b; 1986¢; Malo et al. 1993; Manrique y Lazzari,
1994; Pires et al., 2004).

El comportamiento de apareamiento en varias especies de triatominos ha sido
estudiado en condiciones de laboratorio revelando que estos insectos presentan un
comportamiento relativamente simple de cortejo y copula desplegado, principalmente, por el
macho (Hase, 1932; Lima-Carvalho ef al., 1985; Lima et al., 1986a; 1986b; 1986¢; Sordillo y
de Almeida, 1988; Rojas et al, 1990; Rojas y Cruz Lopez, 1992a; 1992b; Manrique y
Lazzari, 1994; Garcia-Pérez et al., 1997; Pires et al., 2004). Manrique y Lazzari (1994)
realizaron un andlisis detallado del apareamiento y de diversos factores que afectan el
comportamiento sexual de 7. infestans encontrando que el apareamiento comienza por
iniciativa del macho, i.e., el macho manifiesta los primeros signos comportamentales de
percibir a la hembra. Existen otros factores (e.g., sefiales quimicas, vibratorias) que podrian
afectar el comportamiento de apareamiento de las vinchucas y evitan, incluso, la ocurrencia
de la copula. Se ha demostrado que la clave vibratoria es utilizada en la comunicacién
intraespecifica de 7. infestans y R. prolixus en el contexto sexual cuando las hembras no
receptivas estridulan espontaneamente (frotan el extremo de su proboscis sobre el surco
estridulatorio localizado en el prosterno) al estar en contacto fisico directo con el macho,
rechazando sus intentos de copula (Roces y Manrique, 1996; Manrique y Schilman, 2000).
Cuando las hembras no estan receptivas pueden rechazar los intentos de copula realizados por
el macho a través de 4 patrones comportamentales diferentes: achatamiento del cuerpo contra
el sustrato, movimientos abdominales, fuga o estridulacion, que usualmente implican la
interrupcion del intento de apareamiento del macho (Manrique y Lazzari, 1994; Pires et al.,
2004). Atn asi los rechazos ejecutados por las hembras no siempre impiden la ocurrencia de

copula. Los rechazos desplegados por la hembra disminuyen en intensidad pasadas las dos
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semanas de edad adulta, demostrandose el papel activo de la receptividad de las hembras
como condicionante de la ocurrencia de la copula en 7. infestans (Manrique y Lazzari, 1994).
En cuanto al nuimero de apareamientos, los triatominos parecen tener distintas estrategias
reproductivas. Si bien Lima et al. (1986¢) y Pires et al. (2004) demostraron que las hembras
de P. megistus aceptan aparearse so0lo una vez, aunque puede ocurrir una segunda copula de
corta duracion, es mas usual la ocurrencia de multiples apareamientos en otra especies de
triatominos (Baldwin et al., 1971; Manrique y Lazzari, 1995). Se ha sugerido la existencia de
un sistema reproductivo polidndrico en 7. infestans ya que las hembras de esta especie pueden
copular con varios machos en un corto periodo de tiempo (Manrique y Lazzari, 1995). Por su
parte, las hembras de 7. brasiliensis pueden copular hasta 27 veces con el mismo macho a lo
largo de su vida adulta (Brasileiro, 1982). Complementariamente, Vitta y Lorenzo (2009)
describieron que los machos de esta especie muestran un comportamiento de guardia de la
pareja mas intenso frente a la presencia de competidores. Ademas, estos autores encontraron
que la duracion de la copula podria acortarse si los machos se aparean con hembras que ya
han copulado previamente. Aun asi, no se conoce si estos cambios en el comportamiento del
macho estan disparados por sefales quimicas.

La ecologia quimica aborda el estudio de las feromonas principalmente desde dos
puntos de vista; por un lado se trata de identificar quimicamente las sustancias responsables
de la modificaciéon del comportamiento de conespecificos y por otro las estructuras
responsables de producir y secretar dichas sustancias. El estudio de la existencia de una
feromona suele comenzar a partir de observaciones de cambios en el comportamiento
provocados por ésta, antes de su identificacion. En las ultimas décadas se ha descripto la
existencia de un factor liberado durante la cépula que afecta la distribucion espacial de
machos y promueve su agregacion en torno a la pareja en copula (Baldwin et al., 1971, en R.

prolixus; de Brito Sénchez et al., 1995 y Manrique y Lazzari, 1995 en T. infestans).
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Veldzquez Antich (1965) describié la atraccion entre machos y hembras de Triatoma
pallidipennis mediada por olores y el mismo autor (1968) sugirié que las hembras de R.
prolixus eran atraidas por olores provenientes de los machos, aunque la evidencia
experimental no es muy concluyente. En R. prolixus se postulo la existencia de una feromona
de atraccion sexual producida por parejas en copula alrededor de la cual se agregaban los
machos (Baldwin et al., 1971). De manera similar, este comportamiento fue observado en
machos de Triatoma mazzottii atraidos por una feromona de atraccion sexual producida por
las hembras durante la copula, aunque con resultados contradictorios (Ondarza et al., 1986;
1987; Rojas et al., 1991). Por su parte, Neves y Paulini (1981) comunicaron cierta evidencia
de atraccion quimica entre machos y hembras en 7. infestans y P. megistus. Posteriormente,
Manrique y Lazzari (1995) demostraron que una sefial quimica es liberada durante la copula
en T. infestans que provoca que los machos que se agreguen alrededor de parejas en copula.
Con respecto a la naturaleza quimica de la sefial emitida durante la copula de
triatominos, Rios Candelaria (1999) mostré que durante el cortejo de R. prolixus se liberaba
acido acético y acido isobutirico, compuestos que resultarian ser atractivos para machos en
pruebas realizadas en olfatometro. También Rojas ef al. (2002) sugirieron que los compuestos
producidos por las glandulas de Brindley identificados en R. prolixus, estarian relacionados
con el contexto sexual en esta especie. Mientras tanto, Guerenstein y Guerin (2004)
propusieron que bajas concentraciones de acido isobutirico pueden funcionar como sefal
sexual en R. prolixus y en altas concentraciones actuaria como una sefial de alarma. Sin
embargo, hasta el momento no existen evidencias experimentales que prueben que este
compuesto promueva algun comportamiento sexual. Por su parte, Fontan et al. (2002)
describieron una serie de compuestos que fueron detectados durante la copula de 7. infestans
e indicaron que estos representarian una feromona sexual para la especie. En la mezcla

compleja de sustancias identificadas, estos autores encontraron acidos grasos descriptos por
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otros autores como parte de la mezcla de la secrecion de las glandulas de Brindley de esta
especie.

El origen de las sefiales quimicas involucradas en la comunicacién sexual de
triatominos ha sido estudiado so6lo en las ultimas décadas. En estudios recientes sobre el
comportamiento sexual de triatominos se analiz6 el papel que juegan las glandulas exocrinas
principales que poseen los adultos de T. infestans, las glandulas de Brindley y las glandulas
metasternales. De esta manera se logréd identificar a los compuestos volatiles presentes en
estas glandulas encontrandose preliminarmente que durante la copula las glandulas
metasternales descargan su contenido mientras que en este mismo contexto no se encontro
emision por parte de las glandulas de Brindley (Manrique et al., 2006). Frente a esta
evidencia, ensayos de comportamiento realizados en 7. infestans, mostraron una fuerte
reduccioén de la frecuencia de copula en 7. infestans cuando los orificios de las glandulas
metasternales de las hembras eran artificialmente ocluidos con parafina (Crespo y Manrique,
2007). Complementariamente, la proporcioén de copula y el comportamiento de agregacion de
los machos no variaban cuando las hembras tenian los orificios de sus glandulas de Brindley
ocluidos. Esto sugiere que los volatiles de las glandulas de Brindley de las hembras no
tendrian un papel sobre la ocurrencia de copula ni en el comportamiento de agregacion de los
machos de 7. infestans y por lo tanto parecen ser irrelevantes para el contexto sexual. Estos
resultados tomados en conjunto sugieren que el comportamiento de copula y la agregacion de
machos estan ligados a la liberacion de compuestos volatiles por parte de las glandulas
metasternales de las hembras. Los compuestos de las glandulas de Brindley parecen ser parte
de una sefial de comunicacion intraespecifica que es relevante como feromona de alarma
(Ward, 1981; Manrique et al., 2006) y que probablemente tengan una funcion defensiva. Cabe
destacar, ademds, que ambos tipos de glandulas descargan su contenido frente a una

perturbacion mecéanica no conociéndose aun si existe alguna funcion diferencial en este
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contexto defensivo (Manrique et al., 2006). La investigacion acerca de la secrecion de las
glandulas metasternales de 7. infestans reveld la presencia de varias cetonas altamente
volatiles y alcoholes. Pontes et al. (2008) describieron la identidad quimica de los compuestos
producidos por las glandulas metasternales de R. prolixus y establecieron una relacion entre
estas secreciones y la comunicacion sexual de estos insectos. Estos autores demostraron que
la emision de compuestos de las glandulas metasternales por machos o hembras durante la
copula es relevante ya que la frecuencia de copula decrece fuertemente en su ausencia. Al
mismo tiempo, estos autores observaron que son las hembras las que emiten el contenido de
las glandulas metasternales mas frecuentemente que los machos y liberan una mayor variedad
de compuestos volatiles durante las primeras horas de la escotofase, momento en que la

actividad sexual es méxima (Crespo y Manrique, 2005).

2.3.2. Las glandulas exocrinas de los triatominos

Los insectos de la subfamilia Triatominae presentan dos pares de glandulas exocrinas
(Staddon, 1979) productoras de sustancias voldtiles, las glandulas de Brindley (Brindley,
1930) localizadas en el metatorax dorsolateral y las glandulas metasternales, localizadas en el
metatorax ventral (Fig. 1.5). Estas glandulas no son funcionales en las larvas y los triatominos
no parecen poseer otras glandulas exocrinas tales como las glandulas abdominales o ventrales
descriptas en otros insectos de la familia Reduviidae (Kélin y Barret, 1975; Schofield, 1979;
Staddon, 1979; Rossiter y Staddon, 1983). Sin embargo, los machos de Triatoma
rubrofasciata y T. infestans presentan areas glandulares asociadas a su genitalia que podrian
estar involucradas en la produccién de sustancias volatiles (Barth, 1980; Weirauch, 2003).
Estas areas estan localizadas en la membrana intersegmental entre el 8° y 9° segmento del

abdomen, denominada por estos autores como area glandular hipodermal. Las sustancias
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potencialmente producidas por estas estructuras glandulares podrian tener un papel en la

atraccion sexual aunque no ha sido demostrado ain.
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Figura 1.5. Esquema del corte transversal del metatérax de P. megistus. La metacoxa y la
glandula de Brindley fueron removidas del lado derecho del esquema. A izquierda:
representacion de una de las dos glandulas de Brindley ubicadas cada una a ambos lados del
cuerpo en posicion dorso-lateral. A derecha: representacion de una de las dos glandulas
metasternales ubicadas cada una a ambos lados del cuerpo en posicion latero-ventral. BG:
glandula de Brindley; GM: glandula metasternal; End. meta.: endosternito metasternal;
Musc. gland.: musculo glandular toracico (modificado de Schofield y Upton, 1978).
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2.3.3. Morfologia, localizacion y composicion quimica de las secreciones de las glandulas de

Brindley y metasternales

Las glandulas de Brindley y metasternales son estructuralmente similares entre si y
presentan una unidad glandular formada principalmente por una porcion secretora, un ducto y
un reservorio (Kilin y Barrett, 1975 en R. prolixus,; Schofield y Upton, 1978 en P. megistus;
Barrett et al., 1979; Vitta et al., 2009 en T. brasiliensis). La localizacion y morfologia de las
glandulas de Brindley y metasternales son similares en todas las especies descriptas
(Schofield y Upton, 1978). A pesar que ambos tipos de glandulas presentan orificios de salida
independientes, se ha sugerido que cuando se libera la secrecion de las glandulas
metasternales se mezclaria en el episterno con la secrecion de las glandulas de Brindley
(Schofield y Upton, 1978). Sin embargo, no se ha comprobado esta hipdtesis ni sus posibles
implicancias comportamentales.

Las glandulas de Brindley son estructuras saculares que cuando estdn llenas pueden
tener un didmetro de 2 mm en P. megistus. Su ubicacion es dorso-lateral al metatérax aunque
puede extenderse hacia la parte lateral de la cavidad abdominal anterior, abriéndose al exterior
a través de un orificio en el episterno metatoracico (Schofield y Upton, 1978) (Fig. 1.6).
Anteriormente a la apertura externa de la glandula se encuentra una estructura acanalada en
forma de “L” que recorre ventral y anteriormente, a lo largo del epimero, el margen del

episterno que actiia como superficie de evaporacion de la secrecion (Kélin y Barrett, 1975).
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Figura 1.6. Glandula de Brindley en triatominos. A) Vista dorsal de un adulto parcialmente
diseccionado de R. prolixus. La glandula de Brindley izquierda (c) se extiende hacia el
abdomen justo por debajo del espirdculo del 2° tergito abdominal (b). La abertura externa de
la glandula esta localizada sobre el epimero metatoracico (Kélin y Barrett, 1975). B)
Microfotografia electronica de barrido de gldndula de Brindley de 7. brasiliensis; porcion
secretora (s) y ducto colector (de) (Vitta et al., 2009).

En las tltimas décadas se ha investigado la composicion quimica de la secrecion de las
glandulas de Brindley y los volatiles liberados por insectos perturbados en varias especies de
triatominos, revelando que el 4cido isobutirico es su componente mas abundante,
probablemente asociado a funciones de defensa y alarma (Ward, 1981; Cruz Lopez et al.,
1995; Rojas et al., 2002; Guerenstein y Gueran, 2004; Manrique et al., 2006). Diversos
trabajos mostraron en R. prolixus que esta secrecion emitida luego de unaperturbacion estaria
compuesta unicamente por acido isobutirico (Pattenden y Staddon, 1972; Games et al., 1974)
o por una mezcla de 4cido isobutirico y otros compuestos en menor proporcion, que incluye
diversos acidos grasos y ésteres no identificados (Rojas et al., 2002; Guerenstein y Guerin,
2004). Del mismo modo, en 7. infestans, la secrecion fue descrita como acido isobutirico

(Schofield, 1979), o como una mezcla compleja de compuestos volatiles con acido isobutirico
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(Hack et al., 1980; Cruz Lopez et al., 1995; Guerenstein y Guerin, 2004) o acido acético
(Juarez y Brenner, 1981) como componentes principales. Cabe destacar que el acido
isobutirico fue descrito como el componente principal, tanto de la secrecion de las glandulas
de Brindley, como del espacio circundante (headspace) de adultos perturbados en la mayoria
de los trabajos sobre triatominos, con la excepcion de D. maximus, especie que posee
glandulas de Brindley poco desarrolladas (Rossiter y Staddon, 1983; Guerenstein y Guerin,
2004). Sin embargo, mediante la utilizaciéon de un método mas sensible, se demostrd que la
mezcla de volatiles incluye tanto a varios acidos grasos de cadena corta como a ésteres,
alcoholes y componentes nuevos como por ejemplo cetonas (Manrique et al., 2006). Los
analisis paralelos del contenido de estas glandulas diseccionadas de machos de 7. infestans
reveld que el éster 2-metilbutil-2-metilpropanoato y el acido 2-metilpropanoico eran los
volatiles mas representados (Gonzélez Audino et al., 2007). Estos mismos autores hallaron
que la mezcla de volatiles de las glandulas de Brindley de machos eran capaces de tener
efectos repelentes sobre machos y hembras de 7. infestans, posiblemente asociado a
estrategias defensivas.

Las glandulas metasternales estdn ampliamente presentes en Heteroptera (Weirauch,
2006) y se encuentran localizadas en el lado interno y anterior de la cavidad metacoxal (Fig.
1.7). Estan conformadas por un reservorio pequefio en forma de pera y un tibulo secretor
simple o ramificado, seglin la especie (Fig. 1.7-C y E). El orificio de salida de la secrecion se
encuentra en el margen anterior de la cavidad metacoxal y por encima de este se pueden
observar varios pelos largos de la metacoxa que funcionarian como difusores de la secrecion
glandular (Schofield y Upton, 1978). La primera vez que se publico acerca de la produccion
de sustancias volatiles de las glandulas metasternales en triatominos fue en D. maximus
(Rossiter y Staddon, 1983). Estos autores identificaron a la 3-metil-2-hexanona como tnico

producto presente en la secrecion el cual podria actuar como una sustancia de alarma, util para
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repeler predadores o para la comunicacion intraespecifica, aunque no fue experimentalmente

comprobado.

0,5 mm

Figura 1.7. Glandula metasternal en triatominos. A) Seccidn parcial del torax y abdomen de
adulto de R. prolixus en vista ventral (10x). El circulo con linea discontinua destaca la
cavidad que aloja al orificio de salida de la glandula metasternal derecha. CxII: mesocoxa;
CxIII: metacoxa (Fotografia: Gina Pontes); B) Microfotografia electronica de barrido de la
cavidad que aloja al orificio de salida la glandula metasternal en 7. brasiliensis destacado
dentro del circulo con linea discontinua (modificado de Vitta et al., 2009). C) Esquema de la
glandula metasternal derecha de D. maximus. cc3: cavidadarticular de coxa III; go: abertura
de la glandula; gt: tabulo secretor de la glandula; om: musculo de apertura; r: reservorio; sa3:
apofisis metasternal; va: brazo valvular de apertura. D-E: Fotografias electronicas de barrido
de porciones de la glandula metasternal de 7. brasiliensis: D) Detalle de la porcion secretora.
E) Reservorio (r) y porcion secretora (gt). ap: apofisis metasternal.
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En T. infestans se identificaron hasta seis compuestos, como cetonas y alcoholes,
donde la 3-pentanona es el principal constituyente de las glandulas metasternales (Manrique
et al., 2006). La 3-pentanona fue detectada sobre parejas en copula lo que sugiere que este
compuesto volatil podria intervenir en la comunicacion sexual de esta especie. En ensayos de
comportamiento, Crespo y Manrique (2007) demostraron que las glandulas metasternales de
hembras de 7. infestans participan en el comportamiento sexual de esta especie y promueven
la copula y la agregacion de machos alrededor de la pareja en copula. Pontes et al. (2008)
mostraron que las glandulas metasternales de R. prolixus constituyen una fuente de una
mezcla compleja de sustancias volatiles de la cual identificaron 12 cetonas y alcoholes siendo
el 2-metil-3-buten-2-ol el compuesto mas abundante, seguido por (2S)-pentanol, (3E)-2-metil-
3-penten-2-ol y 4-metil-3-penten-2-ol. Por otro lado, Vitta et al. (2009) identificaron varios
compuestos de estas glandulas en 7. brasiliensis y describieron cetonas y alcoholes entre otros

compuestos.

3. RELEVANCIA DE ESTE TRABAJO

El estudio del comportamiento de las especies de triatominos que transmiten al
flagelado 7. cruzi presenta una gran relevancia por permitir mejorar la comprension de los
procesos tales como su dispersion y reproduccion y, por lo tanto, la colonizacion de las
viviendas donde usualmente ocurre la transmision vectorial del parasito. Ademas, la
comprension de los mecanismos involucrados en la posible atraccion a distancia entre sexos de
estos insectos, asi como su reconocimiento antes y durante la copula puede potencialmente
permitir el disefio de cebos atractivos que faciliten su control.

La principal estrategia de prevencion de la transmision de la enfermedad de Chagas es
a través de la eliminacion de los vectores domiciliarios. Es por eso que la profundizacion del

nivel de conocimiento de la fisiologia sensorial y del comportamiento de las especies vectores
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se torna esencial. El estudio de los aspectos comportamentales de estos insectos podria
utilizarse para complementar las actividades de control e incrementar los indices de captura o
la reduccion de los indices de reproduccion, entre otros. Comprender aspectos tales como los
factores que desencadenan el vuelo (importante mecanismo de dispersion e invasion de nuevas
viviendas), las sefiales quimicas involucradas en la orientacion y reconocimiento de la pareja,
y la identificacion de los compuestos que participan en los eventos que conducen a la copula
podria contribuir al desarrollo de nuevas herramientas de control basados en la manipulacion
del comportamiento.

La dispersion de los triatominos a través del vuelo es probablemente el mecanismo
mas importante de reinfestacion de los domicilios después del efecto residual de los
insecticidas (Schofield, 1985; Giirtler et al., 1993; Cecere et al., 2004; Vazquez-Prokopec et
al., 2004). Ademas, la colonizacién de nuevos habitats depende entre otros factores de la
habilidad de estos insectos en encontrar y seguir pistas localizadas a una determinada
distancia. Por otro lado, se ha sugerido que la migracion por vuelo seria un factor clave en la
regulacion de la densidad poblacional (McEwen et al., 1993). Algunos factores que pueden
modular la actividad de vuelo de los triatominos incluyen el efecto del estado nutricional, del
género, del estado reproductivo de las hembras, de la densidad de la poblaciéon o de la
temperatura ambiental (Lehane y Schofield, 1982; Lehane et al., 1992; McEwen et al., 1993;
McEwen y Lehane, 1993; 1994). También se han encontrado diferencias entre sexos en la
capacidad de iniciar el vuelo (Ward y Baker, 1982). Sin embargo, hasta el presente, la
comunicacion quimica no se ha evaluado suficientemente como parte de un mecanismo de
orientacion a distancia que facilite el encuentro sexual en triatominos. En este sentido, se
desconoce si las claves quimicas juegan algun papel en la atraccion, reconocimiento sexual y
orientacion de las vinchucas en el contexto del vuelo, lo que pone en evidencia la falta de

conocimiento acerca de la biologia reproductiva y estrategias de apareamiento en esta
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subfamilia. En el Capitulo II de este trabajo de Tesis se explorara el modo en que se ve
afectado el comportamiento de activacion del vuelo en presencia de olores emitidos por
individuos del sexo opuesto en R. prolixus. Ademas, se analizara si la orientacion del inicio
del vuelo puede estar modulada por la presencia de claves quimicas arrastradas por corrientes
de aire en el contexto sexual.

Una de las principales caracteristicas de los insectos es la sensibilidad y especificidad
conque sus antenas perciben los componentes quimicos relevantes a partir de mezclas de
infoquimicos (Kaissiling y Thorson, 1980; Steinbrecht y Schneider, 1980). De esta manera,
las antenas son los principales organos de percepcion de los olores y capturan moléculas
volatiles mediante pelos olfativos o sensilias (Chapman, 1998; Nation, 2002).

El estudio de la quimiorrecepcion en triatominos, enfocado principalmente en las
sefiales quimicas involucradas en la comunicacion intraespecifica, es crucial para el desarrollo
de medidas de control vectorial alternativas como la disrupcion del apareamiento mediante la
utilizacion de feromonas sexuales. Dado que se conoce la existencia de volatiles que afectan
el comportamiento sexual en algunas especies de triatominos, la investigacion de las
respuestas electrofisioldgicas de los quimiorreceptores antenales puede ofrecer interesantes
aportes para este fin. Estudios sobre las respuestas electrofisiologicas en machos de 7.
infestans, demostraron que ocurren cambios significativos en la actividad eléctrica, o sea a
nivel nervioso, asociado exclusivamente con volatiles liberados por uno o ambos sexos
durante la cépula (de Brito Sanchez et al., 1995). Por otro lado, olores provenientes de
hembras, machos o parejas que no estaban en situacion de copula no evocaron dichas
respuestas electrofisioldgicas.

Hasta el presente existen escasos reportes de respuestas electrofisioldgicas de las
antenas de triatominos y el sistema de cromatografia gaseosa acoplada a

electroantenodeteccion (CG-EAD) ha sido utilizado pocas veces para el estudio del
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comportamiento sexual de estos insectos. En base al hecho que la secrecion de las glandulas
metasternales es relevante para el éxito u ocurrencia de copula, en el Capitulo III de esta Tesis
se estudiaran los compuestos de estas glandulas que pudieran ser detectados por las antenas de
T. infestans y R. prolixus y su implicancia en el comportamiento del inicio del vuelo de R.
prolixus asociado al reconocimiento sexual. Generalmente, la sensibilidad y especificidad de
una antena frente a los componentes de una feromona hacen del CG-EAD una herramienta
poderosa para el analisis de estas mezclas de volatiles y permite la identificacion de
componentes, o mezcla de ellos, bioldgicamente activos.

El encuentro y reconocimiento entre sexos, en la mayoria de los insectos, esta
mediado por feromonas sexuales que pueden ser producidas por la hembra o por el macho.
Este tipo de feromonas desencadenan reacciones comportamentales en el sexo opuesto y
pueden atraerlo a largas distancias y provocar la agregaciéon de uno o varios individuos
alrededor del emisor (Shorey, 1973). Luego de la aproximacion, otros tipos de sefales
quimicas estimulan el comportamiento de cortejo y copula. Estas sefiales pueden estar
localizadas en la cuticula (hidrocarburos, alcoholes, ésteres de acidos grasos saturados o
insaturados) o pueden ser producidos por glandulas exocrinas (Lang y Foster, 1976). Asi, la
atraccion y reconocimiento sexual podria involucrar a los lipidos cuticulares, cuya
composicion ha sido estudiada en 7. infestans y R. prolixus (Juarez et al., 1984; 2001). Los
componentes hidrocarburos de la capa lipidica de la cuticula estan involucrados, entre otras
funciones, como feromona de contacto involucrada en el reconocimiento sexual en distintas
especies de insectos (Howard, 1993; Singer, 1998; Howard y Blomquist, 2005). La
composicion de los lipidos varia cuantitativamente de acuerdo con el estadio en desarrollo
(larvas, adultos) y con el género (hembra, macho), y en diversas especies de insectos se ha
demostrado que estan involucrados en la quimiorrecepcion de contacto en los momentos

previos o durante la copula (Tregenza y Wedell, 1997; Ginzel et al., 2003). Existen pocos
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reportes acerca de los lipidos cuticulares en triatominos, la mayoria de ellos estan
relacionados con hidrocarburos cuticulares para la caracterizacion de especies y filogenias
(Judrez y Blomquist, 1993; Juérez et al., 2001; 2002). En el Capitulo IV de esta Tesis se
analizard la posible participacion de los lipidos cuticulares en el reconocimiento sexual a corta
distancia en triatominos con una posible funcidon feromonal de contacto en los momentos

previos al apareamiento de 7. infestans.

Objetivo General

La concrecidon de un apareamiento depende del encuentro del macho con la hembra y
de la motivacion para copular. Ambos eventos parecen estar mediados por claves quimicas
liberadas por las hembras en triatominos.

El presente trabajo de Tesis propone explorar el papel que desempefian las claves
quimicas en el encuentro entre sexos de las vinchucas R. prolixus y T. infestans y el estudio
de los mecanismos comportamentales y la naturaleza quimica de las sefiales utilizadas en la
comunicacion sexual. Dicho andlisis se basé en el estudio cuantitativo del comportamiento
durante el periodo previo a la copula mediante experimentos realizados bajo condiciones
controladas de laboratorio. El estudio del comportamiento y andlisis funcional de las
estructuras sensoriales son indispensables para comprender la manera en que estos insectos
llevan adelante sus actividades fundamentales entre las que se incluye la busqueda, deteccion

y reconocimiento de parejas para la reproduccion.

Objetivos Particulares
e Estudiar si el inicio de vuelo en vinchucas esta modulado por la presencia de compuestos

quimicos involucrados en el encuentro entre sexos.
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o Identificar la/s fuente/s emisora/s de los compuestos quimicos involucrados en el inicio de
vuelo que participan en el encuentro entre sexos.

e Explorar los compuestos producidos por las glandulas metasternales de hembras de T.
infestans y R. prolixus que promuevan respuestas olfativas en las antenas de los machos por
medio de técnicas electrofisiologicas.

e Determinar el/los compuesto/s quimico/s producidos por las hembras que modulen el inicio
de vuelo de machos.

e Determinar si los lipidos cuticulares de 7. infestans cumplen un papel en la comunicacion

quimica en los momentos previos a la copula a corta distancia.

Se trabaj6 en el marco de las siguientes hipotesis:

¢ En las vinchucas existen sustancias volatiles (sefiales quimicas/feromonas) presentes en las
hembras que modulan el inicio de vuelo de machos.

e Las vinchucas son capaces de percibir diversas sefiales quimicas, generadas por las
glandulas exocrinas, y utilizar dicha informacion para detectar la presencia de individuos de
la misma especie y localizarlos en el espacio.

e Las glandulas metasternales de las hembras estdn involucradas en la modulacion del inicio
de vuelo de machos.

e Los volatiles que sean activos y detectables por los quimiorreceptores alojados en las
antenas de estos insectos son candidatos a tener relevancia bioldgica.

¢ El reconocimiento sexual previo al apareamiento en 7. infestans estd mediado por lipidos

cuticulares que actian como feromonas de contacto.
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Inicio del vuelo en el contexto sexual

Adulto de Rhodnius prolixus iniciando vuelo (Foto: Rodrigo Sinistro)

Aerodinamicamente el abejorro no deberia ser capaz
de volar, pero el abejorro no lo sabe, por lo que
continua volando de todos modos - Mary Kay Ash
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INTRODUCCION

1. Evidencias sobre comunicacion sexual en R. prolixus y T. infestans

En R. prolixus y T. infestans existen evidencias comportamentales que demuestran la
participacion de sefiales quimicas (i.e., feromonas) en la comunicacion sexual. Se ha sugerido
la existencia de volatiles emitidos por parejas de R. prolixus durante la copula que resultan
atractivos para machos conespecificos que se acercan y agregan alrededor de la pareja
(Baldwin et al., 1971). Del mismo modo, Manrique y Lazzari (1995) mostraron que los
machos de 7. infestans exhiben un comportamiento similar al de R. prolixus agregandose
alrededor de la pareja en copula. De acuerdo con estos autores las hembras de 7. infestans no
muestran un comportamiento de agregacion en presencia de una pareja en copula. Estos
resultados sugieren que el comportamiento de los machos estaria afectado por una sefial de
agregacion emitida por parejas en copula, al menos en las especies mencionadas.

Los triatominos adultos presentan dos pares de glandulas exocrinas, las glandulas de
Brindley y las metasternales, que emiten su contenido al exterior en dos lugares diferentes del
metatorax (Fig. 1.5). Entre los productos mas abundantes de las glandulas de Brindley se
encuentra el 4cido isobutirico que, junto con otros componentes de la secrecion, pareceria
actuar como feromona de alarma (Ward, 1981; Manrique et al., 2006). Por otra parte, se han
asociado a las secreciones de estas glandulas con la comunicacion sexual de estos insectos
(Fontan et al., 2002; Rojas et al., 2002; Guerenstein y Guerin, 2004). Sin embargo,
recientemente se aportd evidencia de la relacion de los productos de las glandulas
metasternales con la comunicacion sexual de diversas especies de triatominos (Manrique et
al., 2006; Crespo y Manrique, 2007; Pontes et al., 2008; Vitta et al., 2009). Particularmente,
Crespo y Manrique (2007) y Pontes et al. (2008) mostraron que la oclusion de los orificios de

las glandulas metasternales de hembras de 7. infestans y R. prolixus, respectivamente,
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disminuye la probabilidad de copula y previene el comportamiento de agregacion de machos
alrededor de parejas en copula. En cambio, la oclusion de las glandulas de Brindley no afecta
la ocurrencia de copula ni la agregacion de machos alrededor de una pareja. Adicionalmente,
Pontes et al. (2008) demostraron que las hembras de R. prolixus emiten volatiles provenientes
de las glandulas metasternales mas frecuentemente que los machos y esta actividad estaria

acotada a las primeras horas de la escotofase.

2. El vuelo en triatominos

El vuelo ha sido considerado un factor de importancia en la dispersion de las
vinchucas y para la epidemiologia de la enfermedad de Chagas (Lehane y Schofield, 1976).
Este mecanismo de transporte es considerado un factor implicado en la colonizacion de
nuevos domicilios por parte de las especies de vinchucas de habitos domésticos y ademas,
podria ser utilizado por especies silvestres durante la invasion de viviendas humanas. Estas
nuevas colonizaciones ocurren frecuentemente en areas de reciente urbanizacién o en zonas
en la que el vector doméstico original ha sido eliminado de las viviendas a través de medidas
de control (Lehane y Schofield, 1976), por lo que se ha propuesto al vuelo como el
mecanismo de reinfestacion mas importante del domicilio luego del efecto residual de los
insecticidas (Schofield y Matthews, 1985; Cecere et al., 2004; Vazquez-Prokopec et al.,

2004).

El inicio del vuelo de los triatominos ha sido asociado a bajos niveles nutricionales y
las altas temperaturas (Ekkens, 1981; Lehane y Schofield, 1982) como por ejemplo en 7.
infestans (Lehane et al., 1992; Ceballos et al., 2005), en R. prolixus y Triatoma sordida en
experimentos realizados en laboratorio (Gringorten y Friend, 1979; McEwen y Lehane, 1993)
y en Triatoma guasayana y T. sordida en observaciones de campo (Noireau y Dujardin,

2001). Particularmente, las observaciones del efecto del estado nutricional sobre la actividad
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de vuelo en 7. infestans, mostraron que esta especie presenta picos maximos de vuelo a partir
de los 12-18 dias de ayuno y, ademds, condiciones de ayuno creciente causarian una
reduccion del 50% en la puesta de huevos luego de haber volado (Lehane y Schofield, 1982;
Lehane et al., 1992; McEwen y Lehane, 1994; Ceballos et al., 2005; Gurevitz et al., 2006).
Asimismo, ejemplares de esta especie capturados en trampas de luz, presentan normalmente
un bajo estado nutricional (Wisnivesky-Colli et al., 1993; Noireau y Dujardin, 2001). Por otro
lado, McEwen et al. (1993) sugirieron a partir de datos de campo, que el inicio del vuelo
podria estar modulado por la densidad poblacional en 7. infestans.

Si bien los triatominos son insectos principalmente caminadores, el arribo activo a
nuevos habitats parece ocurrir generalmente por medio del vuelo. En observaciones de
campo, se encontré que 7. infestans realiz6 vuelos de hasta 110 m al ser liberados en grupos
(Lehane y Schofield, 1981), aunque esta distancia superd los 200 m cuando las condiciones
climaticas eran de mayor temperatura (Schofield ef al., 1992). Por otro lado, Schweigmann et
al. (1988) informaron que la dispersion por medio del vuelo de 7. infestans podria
transportarlos hasta 1,5-2 km de sus posibles lugares de origen. Por otro lado, Gringorten y
Friend (1979) sugirieron, a partir de ensayos de laboratorio, que R. prolixus es un buen
volador ya que presenta adaptaciones anatomicas y reflejos musculares para llevar a cabo
vuelos de 2-3 h de duracion, lo que sugiere la posibilidad de vuelos considerablemente largos
en la naturaleza. Otros autores comunicaron que esta especie es capaz de mantener un vuelo
sostenido durante 11 minutos y sugirieren una capacidad de desplazamiento de hasta 800 m
por episodio de vuelo (Lehane y Schofield, 1976; 1978).

La heterogeneidad en la capacidad de vuelo ha sido documentada en varias especies de
insectos principalmente por el polimorfismo alar pero también por el dimorfismo de los
musculos de vuelo (Harrison, 1980; Zera y Denno, 1997). En estudios sobre metabolismo del

vuelo se ha demostrado que en dos especies de triatominos, Panstrongylus megistus y T.
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sordida, el glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH, principal componente del metabolismo
energético) esta presente en mayores cantidades en el musculo alar de insectos que presentan
actividad de vuelo en relacion con aquellos que no inician el vuelo (Soares y Santoro, 2000).
Recientemente, Gurevitz et al. (2006), mostraron que la mayoria de los adultos de 7. infestans
colectados en el campo podian dividirse en dos grupos, el primero compuesto por insectos
con probabilidad elevada de iniciar el vuelo y el segundo constituido por insectos con
probabilidad muy baja o nula para iniciar la actividad de vuelo. Estas diferencias no estan
ligadas al género, edad del adulto, peso, estado nutricional, razén peso/largo o azar, sino mas
bien por el polimorfismo hallado en los musculos alares. Dentro de una misma poblacion de
adultos de 7. infestans existen individuos con musculos alares que les permiten iniciar el
vuelo y otros que carecen de estos (Gurevitz et al., 2006).

A lo largo de varios estudios se observaron diferencias pronunciadas en la actividad de
vuelo entre sexos aunque con resultados contradictorios ya que los machos de T. infestans
parecerian volar ligeramente més (Espinola, 1973; Ceballos et al., 2005) o levemente menos
que las hembras (Lehane y Schofield, 1982). En coincidencia con los tltimos resultados, los
machos de esta especie mostraron una menor proporcion del inicio de vuelo que las hembras
en estudios de campo (Schofield et al., 1991). Asimismo, Gurevitz et al. (2006) observaron
una asociacion entre la edad y el sexo en T. infestans revelando que las hembras presentan un
pico de actividad de inicio de vuelo a las 4 semanas de edad y los machos a las 3 semanas

luego de la ecdisis imaginal.

3. Factores implicados en la orientacion del vuelo de triatominos
La luz es una clave cominmente utilizada por los animales como referencia para la
orientacion espacial. Muchos insectos, en particular aquellos que se dispersan durante la

noche por medio del vuelo, utilizan la luz reflejada por la luna como referencia espacial para
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mantener su trayectoria. Minoli y Lazzari (2006) demostraron, en estudios de laboratorio, que
T. infestans y R. prolixus exhiben una verdadera atraccion hacia la luz blanca y descartaron
que el arribo a una fuente luminosa sea por simple azar. Estos autores mostraron una mayor
proporcion de inicio de vuelo en R. prolixus comparado con 7. infestans, y fueron las hembras
de ambas especies las que mostraron una mayor tendencia de vuelo. Mediante la utilizacion
de trampas de luz en areas rurales de la Argentina, Vazquez-Prokopec et al. (2004) colectaron
exitosamente adultos de 7. infestans que arribaban volando. La captura de varias especies de
triatominos con trampas de luz ha sido reiteradamente observada en 4reas endémicas
confirmando que estas fuentes pueden inducir la atraccién de adultos voladores (Sjogren y
Ryckman, 1966; Tonn et al., 1978; Schweigmann et al., 1988; Noireau et al., 2000; Noireau y
Dujardin, 2001; Vazquez-Prokopec et al., 2004; Minoli y Lazzari, 2006). Ademas, Carbajal
de la Fuente ef al. (2007) mostraron que se pueden capturar ejemplares de las especies
Triatoma brasiliensis y Triatoma pseudomaculata mediante la utilizacion de trampas de luz
en su ambiente selvatico en el noroeste de Brasil. Esta tendencia que exhiben las vinchucas a
volar hacia fuentes de luz, forma parte también de relatos de los habitantes de zonas rurales,
que hacen mencion del arribo de vinchucas que llegan volando, en particular, hacia la luz de

sus viviendas, ya sea luz eléctrica o de candiles de kerosén.

Existe evidencia consistente que da prueba de la comunicacidon sexual mediada por
claves quimicas en diversas especies de vinchucas. Sin embargo, hasta el presente, no se
revel6 relacion alguna entre la comunicacion quimica y la modulacion del comportamiento del
vuelo en triatominos en el contexto sexual.

En este capitulo se estudié la existencia de una relacion entre la comunicacion entre
sexos y el inicio del vuelo, mediada a través de sefales quimicas utilizando a R.. prolixus

como modelo experimental.
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Parte I. VUELO EN PRESENCIA DE UNA CORRIENTE DE AIRE

El viento es el principal responsable de la dispersion de los estimulos olfativos y los
insectos utilizan el viento para orientarse hasta las fuentes de olor. Cuando un individuo se
orienta utilizando corrientes de aire como pistas direccionales, presenta un comportamiento
de anemotaxis. Las corrientes turbulentas pueden arrastrar filamentos de olor concentrados a
grandes distancias (decenas o centenas de metros) o también pueden reducir rapidamente la
concentracion de los volatiles a pocos centimetros de la fuente. La orientacion de los insectos
en los ambientes naturales es el resultado de una mezcla de reacciones quimiotacticas,
optomotoras y anemotacticas (Miller y Roelofs, 1980; Murlis et al., 2000).

En esta Parte I se estudiard si el comportamiento de inicio del vuelo puede ser
disparado por la presencia de olores provenientes de conespecificos adultos. Analizaremos
también si la orientacion del despegue de las vinchucas estd modulada por la presencia de
sefales sexuales quimicas arrastradas por corrientes de aire. Posteriormente, se investigara el
posible origen de estos olores en base a la oclusion alternada de los orificios de los dos tipos

de glandulas exocrinas presentes en triatominos adultos.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron machos y hembras adultos de R. prolixus y se trata de un modelo clasico
en el estudio de la fisiologia de insectos. Los ejemplares fueron provistos por el Servicio
Nacional de Chagas (Santa Maria de Punilla -S: 31°23°56,1°’; O: 64°10°55,7°’-, provincia de
Cordoba, Argentina) en estadios tempranos del desarrollo (larvas de 3° ¢ 4° estadio) o fueron
criados desde huevos en nuestro insectario ubicado en el Bioterio Central (Sector Animales

no tradicionales) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Los insectos eran
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mantenidos a 28+1°C, 30-60% HR, con un régimen de iluminacion de 12:12 h luz:oscuridad y
eran alimentados semanalmente sobre gallinas vivas. Se utilizaron adultos virgenes en todos
los ensayos para lo cual las larvas de 5° estadio eran separadas por sexo hasta la eclosion
imaginal. Luego, las hembras y los machos adultos eran mantenidos en recipientes separados.
Al momento de los ensayos se utilizaron adultos de 1 a 2 meses de edad y con un ayuno de 14

hasta 25 dias.

Diserio Experimental

Los ensayos se realizaron en una carpa de vuelo modificada a partir del dispositivo
propuesto por Minoli y Lazzari (2006). Este dispositivo experimental consistid en un cubo de
tela de tul semitransparente (2 x 2 x 2 m); en el centro de la misma una arena experimental
circular de acrilico (15 cm de didmetro x 5 cm de altura) se hallaba suspendida sobre una
plataforma de madera a 1 m del suelo y sostenida mediante hilos de nylon (Fig. 2.1). Un
cilindro de madera (1,5 cm de didmetro x 15 cm de altura) estaba fijado en el centro de la
arena circular que presentaba en su dpice una “plataforma de vuelo” desde la cual los insectos
podian iniciar el vuelo y abandonar la arena (Fig. 2.2). Los insectos s6lo podian abandonar la
arena experimental mediante el vuelo ya que la tapa que cubria parcialmente la arena estaba
revestida internamente con vaselina sélida (Parafarm, Alemania) impidiendo a los insectos
trepar por las paredes del dispositivo. La tapa de la arena circular presentaba un orificio
central (8 cm de diametro) atravesado por un cilindro de madera (“mastil”’) que permitia a los

insectos trepar hacia la plataforma de vuelo (Fig. 2.2 y 2.3).
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Inicio del vuelo

1 Direccion de la corriente de aire
2 Fuente de estimulo

3 Ventilador

4 Entrada de aire

5 Tubo de PVC

Carpa de tela semitransparente

Camara de video

20 cm

Insecto en vuelo
60 cm

4
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\
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Arena experimental

Regulador de voltaje alterno

Figura 2.1. Dispositivo experimental carpa de vuelo utilizado para estudiar el inicio del vuelo
de R. prolixus. La arena experimental estaba suspendida en el centro de la carpa (ver detalle
en Fig. 2.2). La fuente de estimulo (2) se anteponia a una corriente de aire que era generada
por un ventilador (3) y alcanzaba la arena experimental a 1 m de distancia. (adaptado de

Minoli y Lazzari, 2006).
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Figura 2.2. Detalle de la arena experimental situada dentro de la carpa de vuelo. A) Vista
superior de la arena que se proyectaba en un monitor. Para el andlisis cuantitativo de los
ensayos, la imagen era dividida arbitrariamente en ocho sectores iguales. La posicion del
estimulo estaba alineada con el sector 1. B) Los insectos liberados dentro de la arena podian
caminar libremente, trepar por el mastil de madera o iniciar el vuelo desde la plataforma
(adaptado de Minoli y Lazzari, 2006).
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Cada ensayo consistia en liberar un grupo de 20 insectos adultos del mismo sexo en el
interior de la arena experimental y exponerlos a diversos estimulos olfativos. El ensayo
comenzaba cuando los 20 insectos eran colocados delicadamente dentro de la arena
experimental (Fig. 2.2) sin la manipulacion con pinzas dado que los triatominos adultos
secretan el contenido de sus glandulas de Brindley y metasternales cuando se los perturba
mecanicamente (e.g., mediante manipulacion con pinzas, movimientos bruscos) (Manrique et
al., 2006 en T. infestans). Luego de esto, los insectos podian caminar libremente en la arena y
solo podian abandonar la arena al iniciar el vuelo desde la plataforma (Fig. 2.2 y 2.3). Los
ensayos se iniciaban al comienzo de la fase de oscuridad (18:00) y tenian una duracién de 8 h.
Este periodo de experimentacion fue elegido dado que durante la escotofase estos insectos
despliegan su mayor actividad (Espinola, 1973; Nufiez, 1987; Lazzari, 1991; 1992; Lorenzo y

Lazzari, 1993; Lorenzo Figueiras ef al., 1994; Lorenzo y Lazzari, 1996).

Videocamara sensible al IR

Entrada a la carpa de vuelo

Pared lateral de la carpa

Boca de salida
de la corriente

Frasco con estimulo:
yace detras de la malla

Plataforma de vuelo
(alineada con el estimulo)

Arena experimental

Figura 2.3. Vista interior de la carpa de vuelo. La arena experimental estd suspendida en el
centro de la carpa. La salida de la corriente de aire estd alineada con la plataforma de vuelo
(linea blanca discontinua). La boca del tubo est4 cerrada con una malla plastica con orificios
de 4 mm de didmetro.
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Los insectos eran entrenados, previamente a los ensayos, durante 5 dias a un
fotoperiodo de 12 (06:00-18:00):12 h (18:00-06:00) luz:oscuridad con el objetivo de
sincronizar a todos los individuos a este ciclo de luz.

Para permitir el monitoreo de los insectos la arena era iluminada con diodos emisores
de luz infrarroja (IR) de 900 nm (o LEDs, Light-Emitting Diode) y videofilmada con una
camara sensible al IR (Videoman, JCC-300, Korea) de manera tal que el comportamiento de
los insectos podia ser registrado en completa oscuridad. La luz infrarroja no es percibida por
las vinchucas (Reisenman et al., 1998). La cdmara se conectaba a una video grabadora con
secuencia de video acelerada (7ime Lapse Video Cassette Recorder - Samsung, SLV-960JP,
Korea) para poder grabar en forma continua la actividad de vuelo de los insectos durante las 8
h de duracion de cada ensayo. Para la cuantificaciéon del comportamiento y andlisis de los
datos, las grabaciones de los ensayos eran reproducidas sobre la pantalla de un monitor de
television.

La difusion espontanea de los volatiles estd condicionada, mayormente, por el valor de
la presion atmosférica y la temperatura ambiente. Mientras mas alta sea la temperatura, mayor
sera la cantidad de compuesto que se evapore. Si en una habitaciéon con volatiles hay una
corriente de aire, entonces ademas de la difusion, las moléculas de los compuestos son
arrastradas en el sentido de la corriente. Por esta razén se gener6d una corriente de aire de
velocidad controlada delante de la cual se colocaban los distintos compuestos quimicos o
estimulos, siempre a una temperatura controlada de 25+1°C. De este modo, la corriente de
aire arrastraba los olores desde el frasco contenedor de estimulos hasta la posicion de inicio
de vuelo de los insectos en la arena experimental. La corriente era generada por un ventilador
eléctrico (8 cm de diametro) fijado transversalmente en el interior de un tubo de PVC (85 cm
de largo x 12 cm de didmetro) (referencia 3 en Fig. 2.1). Dicho tubo estaba localizado a 1 m

de altura por fuera de la carpa de vuelo y conectado a una de las paredes de la carpa (Fig. 2.3),
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alineado con la posicion de la plataforma de vuelo. El extremo del tubo presentaba una malla
de plastico que permitia el pasaje de la corriente de aire y los olores arrastrados por esta, pero
evitaba que los insectos experimentales entraran en contacto con la fuente de estimulo (Fig.
2.3). El ventilador generaba una corriente de aire tal que a 1 m de distancia (posicion de la
plataforma de vuelo) tenia una velocidad de 12+0,88 cm/seg. La velocidad de la corriente se
controlaba mediante un regulador de voltaje y se media con un termo-anemometro (Testo

405-V1, Alemania. Precision del instrumento: £+ 0,5 cm/seg).

Analisis estadistico

Las diferencias en las frecuencias de inicio de vuelo fueron analizadas mediante
estadistica paramétrica linear. Se realizaron analisis de varianza de dos factores (ANOVA) y
se asumieron factores fijos (género -machos o hembras- y tipo de estimulo). La normalidad y
homocedacia de los datos fueron verificadas (P-Plot y prueba de Levene, respectivamente)
(Zar, 1984). En los casos en que se obtuvieron interacciones con el ANOVA, se realizaron
pruebas de Efectos Simples y comparaciones post hoc con la prueba de Tukey.

En cada ensayo se cuantificd, a) el numero total de insectos que iniciaron el vuelo
desde la plataforma de vuelo i.e., activacion y b) la direccion elegida por cada insecto durante
el despegue i.e., orientacion. La primera variable era registrada para evaluar la activacion del
insecto en respuesta a los olores ofrecidos como estimulos olfativos, mientras que la segunda
era considerada para evaluar la orientacion del inicio de vuelo bajo las mismas condiciones.
Los datos de cada serie experimental se calcularon como la proporcion de insectos que
iniciaron el vuelo en cada ensayo como indicativo de la activacion; y como la proporcion de
insectos que iniciaron el vuelo hacia alguno de los ocho sectores, como indicativo de

orientacion.
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Dado que la arena experimental era circular, la pantalla sobre la cual se proyectaba la
imagen fue arbitrariamente dividida en ocho sectores iguales (vista superior de Fig. 2.2). Se
utilizo estadistica circular para el anélisis de las direcciones elegidas por los insectos durante
el despegue (Batschelet, 1965; Zar, 1984; Fisher, 1993). Este tipo de andlisis permite evaluar
componentes como la direccion promedio elegida por los animales durante el inicio de vuelo
(dngulo medio o au) asi como también la intensidad con la que los individuos mantuvieron
una direccion determinada (largo del vector resultante o ). Los valores del au varian entre 0°
y 360°, mientras que los valores de » pueden variar entre 0 y 1 (0 indica una direccién media
no definida o azarosa y 1 denota un inicio del vuelo determinado). La posicion de la corriente
de aire fue situada arbitrariamente a 0° (sector 1, Fig. 2.2). Por lo tanto, durante los
experimentos se evalud la orientacion de los individuos con respecto a la direccion angular 0°.

El andlisis estadistico de los datos se realizo6 utilizando la prueba de Rayleigh en la que
se propone como hipotesis nula Hy: la poblacion de datos se encuentra uniformemente
distribuida alrededor de un circulo, esto implica que no hay direccién de despegue definida, y
como hipdtesis alternativa H,: la poblacion de datos no sigue una distribucion uniforme.
Cuando se rechazaba la Hy, o sea, cuando los datos se apartaban significativamente de una
distribucion uniforme, se aplicaba la prueba V (Greenwood y Durand, 1955; Durand y
Greenwood, 1958) para evaluar si el angulo medio (op) calculado era estadisticamente

distante del angulo medio esperado (i.e., la posicion de la corriente de aire a 0°).
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PROCEDIMIENTOS PARTICULARES Y RESULTADOS

1. Reconocimiento quimico del sexo opuesto: activacion y orientacion del inicio de vuelo en
R. prolixus

La fuente de estimulo que generaba los olores consistia en un grupo de 10 insectos
adultos, hembras o machos, contenidos en el recipiente de acrilico cuyos extremos estaban
cerrados con una malla pléastica (malla: 0,2 cm didmetro). El recipiente con los insectos
utilizados como estimulo era colocado dentro del tubo de PVC frente a la corriente de aire
provista por el ventilador (referencia 2 en Fig. 2.1). De esta manera, la corriente de aire
generada por el ventilador pasaba a través de la malla de plastico del recipiente que contenia a
los insectos y arrastraba los olores hasta la plataforma de vuelo, a 1 m de distancia desde
donde los insectos puestos a prueba podian percibirlos.

Las series experimentales consistieron en estimular un grupo de 20 individuos adultos
(machos o hembras) de R. prolixus a una corriente de aire que arrastraba olores provenientes
de conespecificos:

a) 20 machos estimulados con aire limpio sin olores de conespecificos;
b) 20 machos estimulados con una corriente de aire con olores de 10 machos;
¢) 20 machos estimulados con una corriente de aire con olores de 10 hembras;
d) 20 hembras estimuladas con aire limpio sin olores de conespecificos;
e) 20 hembras estimuladas con una corriente de aire con olores de 10 machos;
f) 20 hembras estimuladas con una corriente de aire con olores de 10 hembras.
Se realizaron cuatro réplicas para cada serie experimental.
Para evitar la dependencia de datos, cada ejemplar fue utilizado una sola vez en los

ensayos experimentales.
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Resultados

Los insectos que iniciaban el vuelo y abandonaban la arena experimental trepaban
primero por el cilindro de madera y luego de sondear brevemente con sus antenas la corriente
de aire, iniciaban el despegue. Los dos factores puestos a prueba, género (macho o hembras) y
tipo de estimulo reveld una interaccion significativa (ANOVA de 2 factores, F(», 15=12,63;
p<0,001) que indica que los machos y las hembras responden de manera diferente a los
estimulos (corriente de aire limpio, olores de machos u olores de hembras) presentados. La
frecuencia de activacion del inicio de vuelo de los machos vario significativamente en funcion
del estimulo presentado (F(2, 15=11,94; p<0,001) y mostraron una mayor activacion cuando
estaban en presencia de una corriente de aire que arrastraba olores de hembras . La frecuencia
de inicio de vuelo de los machos fue significativamente mayor en presencia de las hembras
(83%) que en presencia de una corriente de aire limpio (34%) (Tukey, p<0,05) o que en
presencia de olores de otros machos (38%) (Tukey, p<0,05) (Figura 2.4). Ademas, no se
detectaron diferencias significativas entre la activacion del vuelo de los machos en presencia
de olores de machos o de una corriente de aire limpia (7ukey, N.S.). En contraste, las hembras
responden de manera similar frente a todos los estimulos olfativos ofrecidos, ya que en
presencia de una corriente de aire limpio (38%), frente a una corriente de aire con olores de
machos (48%) o en presencia de una corriente de aire con olores de hembras (21%) no fueron
encontradas diferencias significativas en las frecuencias de inicio del vuelo (F(o, 15= 2,85,
p=0,08). Por otro lado, la activacion del vuelo entre sexos no presenta diferencias ya que los
machos y las hembras inician el vuelo en frecuencias similares en presencia de una corriente

de aire limpio (£, 18=0,12; p=0,74) (Fig. 2.4).
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Il Corriente de aire limpio
[ Corriente de aire con olores de machos
EZZF Corriente de aire con olores de hembras

100
T
~ 807
S
° 60 /
QO
: T
E .
T 40 1 / a
k) a
g
20 /
0— T T
Machos Hembras
Tratamiento

Figura 2.4. Frecuencia media + E.S. de inicio del vuelo de machos y hembras de R. prolixus
estimulados con una corriente de aire cargada de olores de conespecificos. Las letras (a,b)
indican diferencias estadisticas entre los grupos experimentales (7ukey, p<0,05).

La capacidad de orientarse en relacion a la posicion del estimulo se representa en los
histogramas circulares de la figura 2.5. Los machos presentaron una clara orientacion del
despegue hacia el sector donde estaba colocada la fuente de corriente de aire ya sea en
presencia o en ausencia de olores de conespecificos (Rayleigh: p<0,001; prueba V: p<0,001 en
todos los casos) (Fig. 5 A-C) (Tabla 2.1). Por su parte, las hembras mostraron resultados
similares a los machos presentando un inicio del vuelo direccionado hacia la fuente de
corriente de aire limpia o cargada con olores de machos o de hembras (Rayleigh: p<0,05;

prueba V: p<0,05) (Fig. 2.5 D-F) (Tabla 2.1).
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Estimulo

Aire limpio (n=10) Machos (n=10) Hembras (n=10)

0° A 0° B 0° C

//‘
N

@
N

Machos (n=20)

D

Hembras (n=20)

Figura 2.5. Orientacion del inicio del vuelo de machos y hembras de R. prolixus estimulados
con una corriente de aire cargada de olores de conespecificos. La flecha en cada diagrama
indica el vector resultante ». La posicion de la corriente de aire estaba alineada en 0° para
todos los casos. Cada circulo concéntrico tiene un valor de 1,33 y representa el nimero medio
de insectos que iniciaron su vuelo en esa direccion.

Grupo puesto Estimulo Vector medio Longitud de p Prueba de prueba V
a prueba (n) r) Rayleigh
Aire limpio 10.911° 0,627 p<0,001 p<0,001
Machos  Qlores de machos 324.255° 0,948 p<0,001 p<0,001
Olores de hembras 0.383° 0,881 p<0,001 p<0,001
Aire limpio 316.025° 0,56 p<0,001 p<0,001
Hembras Olores de machos 307.875° 0,526 p<0,001 p=0,003
Olores de hembras 339.216° 0,772 p<0,001 p<0,001

Tabla 2.1. Anélisis estadistico de la orientacion del inicio del vuelo de machos y hembras de
R. prolixus estimulados con una corriente de aire cargada con olores de conespecificos.
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Modulacion temporal de la respuesta

En los ensayos experimentales mostrados en la Figura 2.6 fue posible determinar que
la mayoria de los insectos que iniciaban su vuelo, lo hacian durante las primeras horas de la

fase oscura, tanto en machos como en hembras (Fig. 2.6 A y B, respectivamente).
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Figura 2.6. Frecuencia de de inicio del vuelo en funcion de la hora de ensayo. A) Machos; B)
Hembras de R. prolixus.
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2. Papel de las glandulas metasternales y de Brindley de las hembras sobre la activacion del
inicio del vuelo de los machos.

El disefio experimental, la metodologia y el sistema de estimulacion descriptos en el
punto anterior fueron utilizados nuevamente en esta seccion con el objetivo de explorar el
origen de la fuente emisora de los volatiles responsables de la activacion del vuelo en machos
de R. prolixus. En base a los resultados antes mencionados que muestran que son los machos
los que vuelan activamente en direccion a las hembras, nos centramos en analizar una posible
relacion entre las glandulas exocrinas de las hembras y el inicio de vuelo de los machos.

Para identificar la fuente de los olores que estimulan el vuelo de los machos, se
ocluyeron alternadamente los orificios de las glandulas de Brindley y/o metasternales de las
hembras. Para ello, se utiliz6 parafina (temperatura de fusion 56°-58°C, ANEDRA, Argentina)
fundida con un microcauterio (Max Wax, wax-pen #2, USA) (Fig. 2.7). Las oclusiones se
realizaban 24 h antes de la realizacion de los ensayos de vuelo (Crespo y Manrique, 2007).

Las series experimentales consistieron en exponer un grupo de 20 machos de R.
prolixus y se los enfrentados a una corriente de aire que arrastraba olores provenientes de:

a) 10 hembras intactas;

b) 10 hembras con los orificios de sus glandulas de Brindley ocluidas;

¢) 10 hembras con los orificios de sus glandulas metasternales ocluidas;

d) 10 hembras con los orificios de ambas glandulas (metasternales y de Brindley) ocluidas;

e) 10 hembras sham (manipuladas del mismo modo que las hembras en b), ¢) y d) pero sin
ocluir los orificios de salida de sus glandulas, aplicando escamas de parafina sobre las
coxas de las patas I).

Para evitar la dependencia de datos, cada ejemplar fue utilizado una sola vez en los
ensayos experimentales.

Se realizaron cuatro réplicas para cada serie experimental.
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Punta del microcauterio con parafina fundida

Anterior

Orificios de
glandulas
metasternales

Coxa III

Posterior I mm

Orificio ocluido

Parafina fundida con parafina

cubriendo el
orificio glandular

Figura 2.7. Oclusion de las glandulas metasternales. A-D: Secuencia del procedimiento de
oclusion de uno de los dos orificios glandulares; se muestra la parte posterior del torax y la
anterior del abdomen de una hembra de R. prolixus en vista ventral. A) Ubicacion del orificio
de salida de la glandula metasternal derecha por delante de la coxa de la pata IIl. B)
Microcauterio listo para colocar parafina liquida sobre el orificio. C) Orificio de salida de la
glandula totalmente cubierto con parafina liquida. D) Orificio sellado con parafina ya
solidificada. Der: derecha; Izq: izquierda. (Fotografias: Gina B. Pontes).
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Resultados

La frecuencia de inicio de vuelo de los machos revel6 un efecto significativo del
tratamiento (F4, 15=19,95; p<0,001). El 83% de los machos iniciaron el vuelo en presencia de
una corriente de aire que arrastraba olores de hembras intactas (Fig. 2.8). No se encontraron
diferencias significativas entre la frecuencia de vuelo de los machos confrontados con olores
de hembras intactas y de hembras con sus glandulas de Brindley ocluidas (74%) (Tukey,
N.S.). Sin embargo, una menor proporcion de machos iniciaron el vuelo cuando fueron
estimulados con hembras con glandulas metasternales ocluidas (24%, Tukey: p<0.05) (Fig.
2.8) o cuando los orificios de ambos tipos de glandulas estaban ocluidos simultaneamente
(23%), sin encontrarse diferencias entre éstos ultimos dos tratamientos (7ukey, N.S.). A modo
de control, los machos que fueron puestos a prueba con hembras sham presentaron una
frecuencia de despegue del 73%, que no difirid significativamente con los resultados
obtenidos de los machos estimulados con olores de hembras intactas (i.e., la manipulacion con
parafina sobre las hembras no afecta la respuesta comportamental de vuelo de los machos) o

de hembras con los orificios de sus glandulas de Brindley ocluidas (7ukey, N.S).
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Figura 2.8. Frecuencia media + E.S. de inicio del vuelo de machos de R. prolixus estimulados
con una corriente de aire cargada de olores de hembras con oclusion alternada de las
glandulas metasternales. Intactas: hembras no manipuladas; GB: hembras con los orificios de
salida de las glandulas de Brindley ocluidas; GM: hembras con los orificios de salida de las
glandulas metasternales ocluidas; GB+GM: hembras con los orificios de salida de las
glandulas de Brindley y metasternales ocluidas; Sham: hembras manipuladas con parafina sin
cubrir ningln orificio de salida glandular. Las letras (a,b) indican diferencias estadisticas entre
los grupos experimentales (Tukey, p<0,05).
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Inicio del vuelo

El inicio del vuelo de los machos se mostrd direccionado hacia la fuente de corriente

de aire en todos los casos experimentales (Fig. 2.9) (Tabla 2.2).

Hembras intactas (n=10)

Hembras GM O; GB & (n=10)

Hembras GM &; GB O (n=10)

00

00

C

Figura 2.9. Orientacion del inicio del vuelo de machos R. prolixus estimulados con una
corriente de aire cargada de olores de hembras con oclusion alternada de las glandulas
metasternales. Hembras intactas: hembras no manipuladas; Hembras GM O; GB O:
hembras con los orificios de salida de las glandulas de Brindley ocluidas; Hembras GM 0;
GB O: hembras con los orificios de salida de las glandulas metasternales ocluidas; Hembras
GM O; GB O: hembras con los orificios de salida de las glandulas de Brindley y
metasternales ocluidas; Hembras sham: hembras manipuladas con parafina sin cubrir ningiin
orificio de salida glandular. La flecha en cada diagrama indica el vector resultante r. La
posicion de la corriente de aire estaba alineada en 0° para todos los casos. Cada circulo
concéntrico tiene un valor de 1,33 y representa el nimero medio de insectos que iniciaron su

vuelo en esa direccion.
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Estimulo Vector medio Longitud de p Prueba de prueba V
() (r) Rayleigh
Hembras intactas 0.383° 0,881 p<0,001 p<0,001
GM ocluidas 325.922° 0,806 p<0,001 p<0,001
Machos GB ocluidas 355.432° 0,877 p<0,001 p<0,001
GM + GB ocluidas 16.578° 0,836 p<0,001 p<0,001
Sham 346.145° 0,808 p<0,001 p<0,001

Tabla 2.2. Andlisis estadistico de la orientacion del inicio del vuelo de machos de R. prolixus
estimulados con corrientes de aire cargas con olores de hembras con oclusion alternada de las
glandulas metasternales. GM: Orificios de las glandulas metasternales; GB: orificios de
glandulas de Brindley.

3. Respuesta de machos de R. prolixus a extractos de glandulas metasternales de hembras

A partir de los resultados del punto anterior, se propuso a las glandulas metasternales
como la fuente de olores responsable de estimular el inicio del vuelo de los machos en el
contexto sexual. Para verificar fehacientemente dichos resultados, se prepararon extractos de
glandulas metasternales extraidas de hembras por medio de disecciones selectivas bajo
microscopio estereoscopico, y se probaron dichos extractos sobre el inicio del vuelo de los

machos de R. prolixus.

Obtencion de las muestras

Las extracciones de glandulas metasternales se realizaron manualmente bajo
microscopio estereoscopico. En primer lugar y previo a la diseccion, se expuso a cada insecto
a una temperatura de -18°C durante 3 a 5 min para reducir sus actividades metabdlicas. La
exposicion al frio tiene un efecto anestésico que evita la perturbacion del insecto durante su
posterior manipulacién y la consecuente pérdida de contenido de las glandulas. Una vez
aletargadas por el frio, cada hembra fue colocada ventralmente hacia arriba y sujetada con

masa de modelaje para dejar expuesto solamente el térax y los primeros esternitos del
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abdomen (Fig. 2.10-A y B). El insecto ya sujetado era completamente embebido en solucién
de Ringer (solucion fisiologica para insectos, ver receta mas adelante) para evitar que los
tejidos se sequen y era utilizada inmediatamente luego de ser descongelada para minimizar la
evaporacion de los volatiles contenidos en las glandulas. Inmediatamente luego del montaje
en la masa, se utilizé un micro-bisturi para cortar una pequeiia porcion de cuticula y retirar las
glandulas metasternales localizadas en el metatorax lateral a ambos lados del cuerpo (Fig.
2.10). Cada glandula era retirada junto con una pequeia pieza de cuticula que incluia el
orificio de apertura de la glandula (ca. 0,25 mm?) con la glandula adherida a ella (Fig. 2.10-
C). Las glandulas eran colocadas inmediatamente en un vial de vidrio (2 ml), que se cerraba
con una tapa de Teflon®/silicona, y mantenidas en hielo hasta el final de las disecciones.
Cada muestra se completaba al colectar 10 glandulas (5 hembras). Las muestras control
estaban compuestas por 5 pares de porciones de cuticula y tejido del mismo tamafio de las
muestras glandulares pero extraidas del prosterno. Estas muestras control se obtenian de las
mismas hembras de las que se extraian las glandulas metasternales en forma simultdnea y no

contenian tejido glandular (Fig. 2.10-B).

Solucién Ringer para insectos (modificada de Case, 1957):

Solucion base: 1000 ml. agua destilada, 7,5 g NaCl, 0,14 g NaHCO3, 0,35 g KCl, 0,21
g CaCly, 2,5 g glucosa. Llevar a pH 7,0.
Buffer: 0,15 molar solucion KH7POy4, 0,15 molar soluciéon NapHPO4

Ringer: 10 volumenes de solucion base + 1 volumen de buffer.
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Zona del prosterno de donde se extraian las muestras control

Zona de donde se extraian
las muestras glandulares

Antenior *

Porcion secretora

Canaliculo
=

Reservorio

Orificio de salida de la
secrecion

Figura 2.10. Primeros pasos de la diseccion de glandulas metasternales de hembras de R.
prolixus (el procedimiento fue idéntico en hembras de 7. infestans). A) vista ventral de la
hembra inmersa en Ringer luego de la diseccion de las glandulas metasternales. B) Imagen
aumentada de A). C) Glandula metasternal adherida a la cuticula (reservorio + parte secretora
con canaliculo).
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Procedimiento

La metodologia de los ensayos de vuelo se realizaron en la carpa de la figura 2.1 y se
procedié de la misma manera en que fue descripto anteriormente en este capitulo. Esta vez la
presentacion del estimulo consistio en exponer el vial de 2 ml con las muestras de glandulas
metasternales o de cuticula (control) de las hembras frente a la corriente de aire. Cada muestra
permanecia cerrada hasta el comienzo de cada ensayo y se la conservaba a -18°C. Previo al
comienzo de cada ensayo, cada muestra era mantenida durante 1 hr. a temperatura ambiente
(ca. 25°C) y luego calentada a 50°C por 15 min para favorecer la evaporacion de los
compuestos glandulares. Al iniciar cada ensayo, se removia la tapa del vial para asi permitir
que la corriente de aire arrastrara los volatiles de las muestras de glandulas contenidas en su

interior (referencia 2 en Fig. 2.2).

Las series experimentales consistieron en exponer un grupo de 20 machos de R.
prolixus enfrentados a una corriente de aire que arrastraba olores provenientes de:
a) 10 hembras intactas;
b) preparaciones de glandulas metasternales extraidas de hembras;
¢) preparaciones de cuticula y tejido no glandular de hembras.
Se realizaron cuatro réplicas para cada serie experimental.
Para evitar la dependencia de datos, cada ejemplar fue utilizado una sola vez en los

ensayos experimentales.
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Resultados

La frecuencia de inicio de vuelo de los machos fue significativamente diferente en
funcién del estimulo puesto a prueba (ANOVA de 1 factor, F(», 9=13,75; p=0,002). Los
machos iniciaron su vuelo con una alta frecuencia en presencia de una corriente de aire con
olores provenientes de las muestras de glandulas metasternales (59%) (Fig. 2.11). En este
caso, la frecuencia de despegue no difirié significativamente de la observada en los machos
cuando se les presentaban hembras intactas como estimulo (7ukey, N.S.). Por otro lado, los
olores de las muestras de cuticula y tejido utilizadas como control, promovieron una
frecuencia de inicio de vuelo de los machos significativamente menor, cuando se la compar6
con corrientes de aire asociadas a olores de hembras intactas (7ukey, p<0,05) o con muestras

de glandulas metasternales de hembras (Tukey, p<0,05).
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Figura 2.11. Frecuencia media £ E.S. de inicio del vuelo de machos de R. prolixus
estimulados con una corriente de aire cargada de olores de extracto de glandulas metasternales
de hembras y sus correspondientes controles. Intactas: hembras no manipuladas; Glandulas:
viales de 2 ml con 10 glandulas metasternales de hembras; Tejidos Control: vial con 10
muestras de cuticula y tejido no glandular de hembras. Las letras (a,b) indican diferencias
estadisticas entre los grupos experimentales (7ukey, p<0,05).
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Inicio del vuelo

Como puede observarse en la figura 2.12, el inicio de vuelo de los machos mostro6 ser

significativamente direccionado hacia la fuente de la corriente de aire cargado con olores de

extracto de glandulas metasternales y de cuticula y tejido no glandular de hembras (Tabla2.3).

Hembras intactas (n=10)

Extracto GM de hembras (n=10)

Tejido y cuticula de hembras (n=10)

00

B

0° C

N

Figura 2.12. Orientacion del inicio del vuelo de machos R. prolixus estimulados con una
corriente de aire cargada de olores de extracto de glandulas metasternales de hembras y sus
correspondientes controles. GM: glandulas metasternales. La flecha en cada diagrama indica
el vector resultante 7. La posicion de la corriente de aire estaba alineada en 0° para todos los
casos. Cada circulo concéntrico tiene un valor de 1,33 y representa el nimero medio de
insectos que iniciaron su vuelo en esa direccion.

Estimulo Vector medio Longitud de p Prueba de prueba V'
() r) Rayleigh
Hembras intactas 0.383° 0,881 p<0,001 p<0,001
Machos  Extracto de GM 18.147° 0,582 p<0,001 p<0,001
Tejido + cuticula 332.417° 0,428 p=0,009 p=0,003

Tabla 2.3. Andlisis estadistico de la orientacion del inicio del vuelo de machos de R. prolixus
estimulados con corrientes de aire cargadas con olores de extracto de glandulas metasternales
de hembras y sus correspondientes controles. GM: glandulas metasternales.
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Parte II: VUELO EN AUSENCIA DE CORRIENTE DE AIRE

Los resultados comportamentales de inicio del vuelo obtenidos en R. prolixus en
presencia de una corriente de aire confirman que esta especie presenta un comportamiento de
anemotaxis positiva. El término anemotaxis se refiere a la respuesta de orientacion en relacion
a una corriente de aire. La anemotaxis positiva implica que el animal se traslada hacia la
fuente de la corriente (se dirige corriente arriba) y una anemotaxis negativa implica que el
animal se aleja de esta fuente (se dirige corriente abajo). Dado que las corrientes de aire
pueden funcionar como vehiculos transportadores de olores desde la fuente de origen hacia la
posicion del insecto, los estimulos quimicos (olores) pueden sensibilizar a los organismos y
desencadenar una anemotaxis condicionada por olor. La quimiotaxis es la otrientacion guiada
por el cambio de concentracién de olor y se restringe a un espacio acotado del ambiente sin
movimiento de aire, donde la formacion del gradiente de olor es lento y dominado por
procesos de difusion. En ambientes con corrientes de aire, las turbulencias estan
frecuentemente presentes, lo que impide la formacion de gradientes de olor.

En base a esta informacion y a resultados de esta Tesis, nos propusimos eliminar la
corriente de aire y poner a prueba el comportamiento de vuelo de los insectos en base a la
difusion de olores emitidos por conespecificos.

Los fenomenos que ocurren para posibilitar la difusion de volatiles dependen de varios
factores, como el valor de la presion atmosférica y la temperatura ambiente. En R. prolixus se
identificaron 12 compuestos entre cetonas y alcoholes, siendo los compuestos mas
abundantes: 2-metil-3-buten-2-ol seguido por (2S)-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol y 4-
metil-3-penten-2-ol (Pontes et al., 2008). Mientras que en 7. infestans se identificaron seis
compuestos emitidos por las gldndulas metasternales siendo los mds abundantes eran la 3-

pentanona (cetona), 2-metil-1-butanol (alcohol) y 3-pentanol (alcohol) (Manrique et al.,
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2006). Por lo tanto, los compuestos se evaporan inmediatamente al ser liberados por las
glandulas. Mientras mas alta sea la temperatura del ambiente en el que se encuentra el insecto,
mayor serd la cantidad de compuesto que se evapore. Una vez que se empieza a evaporar el
compuesto, su concentracion aumenta en la cercania del lugar en que se encuentra la fuente de
emision, o sea, el orificio de salida de la glandula, generandose una diferencia de
concentracion. Asi empieza a operar otro mecanismo, el de la difusion. El volatil se empieza a
difundir hacia todo el volumen del cuarto experimental hasta que algunas de sus moléculas

llegan a las antenas de conespecificos.
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MATERIALES Y METODOS

Insectos

Se utilizaron adultos de R. prolixus criados en nuestro laboratorio a una temperatura
de 28+1°C, 30-60% HR y con un régimen de iluminaciéon de 12:12 h luz:oscuridad. Se
utilizaron adultos virgenes para lo cual las larvas de 5° estadio fueron separadas por sexo
hasta la eclosion imaginal y luego las hembras y machos adultos permanecieron en recipientes

separados. Se utilizaron adultos de 1-2 meses de edad y con un ayuno de 14-25 dias.

Dispositivo experimental

En esta seccion se utilizd la misma carpa de vuelo descripta en la Parte I de este
capitulo. Estos ensayos se realizaron en ausencia de una corriente de aire lo que implicé una
modificacion en el modo de la puesta a prueba de los olores utilizados como estimulos (Fig.
2.13)

Cada ensayo consistio en liberar un grupo de 20 insectos adultos del mismo sexo en el
interior de la arena experimental y exponerlos a diversos estimulos olfativos provenientes de
adultos conespecificos propagados por difusion desde 1 m de distancia. En cada ensayo se
liberaban delicadamente 20 insectos dentro de la arena experimental (Fig. 2.2) evitandose la
perturbacion de los mismos. Luego de esto, los insectos podian caminar libremente en la
arena y solo podian abandonar la arena volando desde la plataforma de vuelo (Fig. 2.2). Los
ensayos comenzaban al inicio de la fase de oscuridad (18:00) y tenian una duracion de 8 h.

Los insectos eran entrenados previamente a los ensayos durante 5 dias a un
fotoperiodo de 12 (06:00-18:00):12 h (18:00-06:00) luz:oscuridad con el objetivo de

sincronizar a todos los individuos a este ciclo de luz.

76



Claudia A. Zacharias Inicio del vuelo

El estimulo consistié en colocar un grupo de 10 insectos (machos o hembras) en un
recipiente de acrilico cerrado en ambos extremos con una malla plastica (0,2 cm de diametro).
El recipiente se colocaba suspendido por hilos de nylon en el interior de la carpa y adyacente
a alguna de las cuatro paredes laterales de la misma (referencia 2 en Fig. 2.13). El estimulo se
colocaba a 1 m de distancia de la arena experimental y suspendido a 1 m del suelo, a la misma
altura de la plataforma de vuelo (Fig. 2.13).

Las series experimentales consistieron en estimular un grupo de 20 individuos adultos
(machos o hembras) de R. prolixus a olores provenientes de conespecificos:

a) 20 machos sin estimulo;

b) 20 machos estimulados con olores de 10 machos;
¢) 20 machos estimulados con olores de 10 hembras;
d) 20 hembras sin estimulo;

e) 20 hembras estimuladas con olores de 10 machos;
f) 20 hembras estimuladas con olores de 10 hembras.

Se realizaron ocho réplicas para cada serie experimental excepto en la serie f) donde
se realizaron cuatro réplicas.

Para evitar la dependencia de datos, cada ejemplar fue utilizado en los ensayos

experimentales una sola vez.
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< Carpa de tela semitransparente

Videfilmadora

Insecto volando

e Fuente de estimulo
(Grupo de conespecificos adultos)

Arena experimental (igual que Fig. 2.2)

2 mts.

Abertura con cierre

2 mts.

Figura 2.13. Carpa de vuelo disefiada para ensayos realizados en ausencia de una corriente de
aire. La carpa y arena experimental son las mismas a las presentadas en las figuras 2.1 y 2.2.
En este caso el recipiente con el grupo de insectos conespecificos ofrecidos como estimulo
permanecia suspendido y adyacente a alguna de las cuatro paredes de la carpa; el lado de la
carpa donde se colocaba el estimulo variaba entre ensayos. El recipiente del estimulo (2)
estaba alineado con la plataforma de vuelo (adaptado de Minoli y Lazzari, 2006).

Los ensayos control consistian en colocar recipientes vacios como estimulo con el fin
de evaluar la activacion del inicio de vuelo basal. En cada ensayo se cuantifico, a) el nimero

total de insectos que iniciaron el vuelo desde la plataforma de vuelo i.e., activacion y b) la

direccion elegida por cada insecto durante el despegue.

Analisis estadistico
Las diferencias en las frecuencias de vuelo fueron analizadas mediante analisis de

varianza de dos factores (ANOVA) y se asumieron factores fijos (género y tipo de estimulo).
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La normalidad y homocedacia de los datos fueron verificadas (P-Plot y prueba de Levene,
respectivamente) (Zar, 1984). Se realizaron andlisis de los efectos principales y contrastes
post hoc mediante la prueba de Tukey para disefios desbalanceados ya que para una de las

series experimentales (serie f) se realizaron menor cantidad de réplicas.
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RESULTADOS

Como se menciond anteriormente, el comportamiento de las vinchucas en los
momentos previos al inicio de vuelo esta caracterizado por una caminata azarosa que
eventualmente lleva al insecto a trepar el mastil central de la arena y, luego de una breve
exploracion sobre la plataforma de vuelo (e.g., movimientos antenales de sondeo), inicia el
vuelo.

La figura 2.14 muestra los porcentajes de vuelos totales ocurridos en las distintas
series experimentales realizadas en ausencia de una corriente de aire. El patron de respuesta
de los machos no difirio del patron de las hembras (£, 33=1,43; p=0,25), esto es, los machos
y las hembras presentan frecuencias de despegue mayores en presencia de olores de hembras
y menores en presencia de olores de machos en comparacion con el control sin olores. Dado
que el ANOVA de dos factores no reveld interacciones significativas entre los dos factores (1-
género y 2-tipo de estimulo) se analizaron los efectos principales. Los individuos
respondieron diferente ante los estimulos ofrecidos independientemente del sexo (F 35=7.87,
p=0,001), o sea, la ausencia de estimulo y la presencia de olores de hembras no provocan una
respuesta de inicio del vuelo diferente ya sea en machos o en hembras (Tukey, p=0,18)
mientras que los olores de hembras afecta las frecuencias de despegue (Tukey, p<0,001). Atn
asi, los machos presentaron en promedio frecuencias mayores de inicio de vuelo (39,8%) que
las hembras (19,4%) independientemente del los estimulos ofrecidos (F(133=9,45; p=0,003).
Ademas, el analisis de la direccion del inicio de vuelo mostré una distribucion uniforme de

los datos de todas las series (prueba de Rayleigh, N.S.) (Fig. 2.15).
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Figura 2.14. Frecuencia media + E.S. de inicio del vuelo de machos y hembras de R. prolixus
estimulados con olores de conespecificos. Las letras (a,b) indican diferencias estadisticas
entre los grupos experimentales (Tukey, p<0,05).
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Figura 2.15. Orientacion del inicio del vuelo de machos y hembras de R. prolixus
estimulados con estimulados con olores de conespecificos. La flecha en cada diagrama indica
el vector resultante r. La posicion de la corriente de aire estaba alineada en 0° para todos los
casos. Cada circulo concéntrico tiene un valor de 1,33 y representa el nimero medio de

insectos que iniciaron su vuelo en esa direccion. En todos los casos N.S.: prueba de Rayleigh
p>0,05; prueba V, p>0,05.

Estimulo Vector medio Longitud de p Prueba de prueba V
() (r) Rayleigh

Sin estimulo 270° 0,25 p=0,621 p=0,5
Machos  (jgres de machos 337,5° 0,653 p=0,189 p=0,044

Olores de hembras 56,701° 0,379 p=0,155 p=0,146

Sin estimulo 157,5° 0,191 p=0,878 p=0,684
Hembras  gjores de machos 90° 0,333 p=0,751 p=0,5

Olores de hembras 118,675° 0,508 p=0,166 p=0,814

Tabla 2.3. Analisis estadistico de la orientacion del inicio del vuelo de machos y hembras de
R. prolixus estimulados con olores de conespecificos.
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DISCUSION

En este capitulo de Tesis se analizd la posible relacion entre la comunicacion quimica
en el contexto sexual y el comportamiento de inicio del vuelo de las vinchucas. Se logro
comprobar que la activacion del despegue de los machos estaria modulada por la presencia de
estimulos quimicos provenientes de las glandulas metasternales de las hembras y que dichos
compuestos pueden promover el comportamiento de vuelo al ser arrastrados por una corriente
de aire. El vuelo de los machos se ve estimulado en presencia de olores de las hembras atin en
ausencia de una corriente de aire, sin embargo, los despegues no muestran una orientacion en
direccion a la fuente de estimulo. Hasta donde se conoce, este es el primer estudio donde se
demuestra que el inicio del vuelo se ve afectado por la presencia de claves quimicas liberadas
por conespecificos en el contexto sexual en triatominos.

Todos los experimentos realizados en esta seccion se disefiaron excluyendo estimulos
visuales y mecanicos, y ademds los ensayos se realizaron en un cuarto limpio de olores
externos a los puestos a prueba por lo que los cambios observados en las frecuencias del
inicio de vuelo de los insectos s6lo podrian deberse a la presencia de claves quimicas
presentes en el cuarto de experimentacion. La evidencia mas contundente de comunicacion
quimica y reconocimiento sexual estd sostenida por la observacion del incremento de la
frecuencia de despegue de los machos al ser confrontados a olores de hembras conespecificas
y por la evidente orientacion hacia la fuente de estimulo. Ademas, los olores de los machos no
fueron capaces de promover el inicio del vuelo de hembras o, incluso, de otros machos
conespecificos. Proponemos, entonces, que este comportamiento seria parte de un mecanismo
de busqueda de pareja, probablemente realizado activamente por los machos, el cual estaria
mediado por una o mas sefales quimicas (i.e., feromona sexual) emitida por las hembras.

La comparacion entre sexos de los niveles basales de vuelo (i.e., sin la presentacion de

estimulos) no mostré una diferencia entre hembras y machos, en concordancia con Schofield
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et al. (1991) en T. sordida y Minoli y Lazzari (2006) en R. prolixus. Sin embargo, en nuestros
estudios, en presencia de olores del sexo opuesto, se manifestaron diferencias ya que los
machos iniciaban su vuelo més frecuentemente al ser estimulados con olores de hembras que
en cualquier otra situacion experimental. Estos resultados complementan los hallados por
Pontes et al. (2008) quienes informaron que los adultos de R. prolixus emiten el contenido de
sus glandulas metasternales espontaneamente durante la noche y son las hembras las que
presentan una mayor tendencia de emision. El comportamiento de "“llamado sexual™" es bien
conocido en hembras de lepidopteros y se caracteriza por la proyeccion del abdomen, la
exposicion de las glandulas y la emision de la feromona hacia el ambiente (Butenandt et al.,
1959, West y Bowers, 1994). Se sabe que la alimentacidon puede afectar algunos aspectos de
la produccion feromonal en las hembras de varios insectos (Chapman, 1998). Particulamente,
los adultos de T. infestans tienden a emitir menos secrecion de sus glandulas de Brindley a
medida que aumenta el tiempo de ayuno (Palottini y Manrique, 2010).

El contenido de las glandulas de Brindley de las hembras no parece afectar los niveles
espontaneos de despegue de los machos ya que su oclusion no afecta el comportamiento de
inicio de vuelo (Fig. 2.8). Sin embargo, en trabajos anteriores se han asociado a los
compuestos de estas glandulas con el comportamiento sexual de los triatominos (en T.
infestans: Fontan et al., 2002; en R. prolixus: Rojas et al., 2002; Guerenstein y Guerin, 2004)
por lo que su participacion en otras fases de las interacciones sexuales podria ser posible. En
vista de los resultados aqui presentados, es importante resaltar que las secreciones de las
glandulas metasternales de las hembras son un factor clave para promover el inicio de vuelo
de los machos de R. prolixus ya que los compuestos de estas glandulas fueron suficiente
estimulo para activar y orientar por si solas el inicio del vuelo.

Concluimos, asi, que las glandulas metasternales de las hembras participan en la

promocion del despegue de los machos en el contexto sexual. De este modo, estos insectos
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son capaces de discriminar corrientes de aire limpio de otras que arrastran olores de
conespecificos con respuestas de vuelo mas intensas para el Gltimo caso. Estos resultados
sugieren que R. prolixus podria ser capaz de percibir y reconocer, a larga distancia, volatiles
atractivos y trasladarse activamente hacia ellos.

Las larvas y adultos de triatominos permanecen agregados en lugares protegidos o en
refugios durante el dia, y aun durante gran parte de la noche, mediado sobre todo por el
comportamiento de tigmotaxis y por la presencia de feromonas de agregacion (Schofield y
Patterson, 1977; Ondarza et al. 1986; Lorenzo Figueiras et al., 1994; Lorenzo Figueiras y
Lazzari, 1998), ademés del comportamiento de fototaxis negativa que los mantienen en
lugares oscuros. Por ejemplo, las larvas de 7. infestans salen de sus refugios para alimentarse
durante la noche y presentan un aumento del nivel de actividad dada la alta motivaciéon por
alimentarse (Lazzari, 1992; Lorenzo y Lazzari, 1998). Por otro lado, ha sido demostrado que
la actividad de los machos de R. prolixus y T. brasiliensis aumenta significativamente cuando
se presentan sefiales olfativas provenientes de hembras conespecificas que promueven la
salida de los éstos de los refugios en los que se encuentran (Vitta, 2009; Pontes, 2010). Dado
que los compuestos emitidos por las hembras son capaces de fomentar la salida de los
refugios de los machos y que las glandulas metasternales de éstas promueven el inicio del
vuelo de los machos, de esta manera queda expuesto el alcance de la comunicacién quimica
en el contexto sexual de estos insectos, ain a largas distancias. Asi, puede proponerse que los
volatiles emitidos por las hembras participan de un mecanismo de "'llamado’" sexual que
promoveria el acercamiento del macho durante la busqueda de pareja.

Los resultados aqui presentados sugieren que el vuelo de machos y hembras estaria
limitado a una ventana temporal al comienzo de la noche. Los triatominos poseen una clara
organizacion temporal circadiana de muchas actividades (Ampleford y Steel, 1982;

Constantinou, 1984; Lazzari, 1992; Minoli y Lazzari, 2003; Barrozo et al., 2004b; Lazzari et
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al., 2004; Bodin et al., 2008; Guerenstein y Lazzari, 2009). Estos insectos poseen un patrén
de actividad bimodal (busqueda del hospedador al anochecer y busqueda del refugio al
amanecer) que puede ser mediado por diferentes sefales olfatorias que generan respuestas
comportamentales especificas en diferentes momentos del dia (Lazzari, 1992; Lorenzo y
Lazzari, 1996; Lorenzo y Lazzari, 1998; Barrozo et al., 2004b). Contrariamente, la respuesta
olfatoria a la feromona de agregacion de R. prolixus no parece estar controlada por un reloj
enddgeno, sino mas bien por la influencia directa de variables externas (Bodin et al., 2008).
La motivacion de los machos para responder a las sefiales sexuales emitidas por las hembras
podria también ser un proceso modulado por un mecanismo de sincronizacion circadiano.
Recientemente, se ha demostrado que las hembras de R. prolixus emiten olores relacionados
con el contexto sexual con mayor intensidad durante las primeras horas de la escotofase
(Pontes et al., 2008). Complementariamente, la presencia de hembras en las proximidades de
los refugios ocupados por machos de 7. brasiliensis es capaz de promover la salida de estos y
provocar un aumento significativo de su actividad locomotora también al inicio de la noche
(Vitta, 2009). Asi como en estos ejemplos, nuestros resultados que muestran una actividad de
inicio de vuelo en las primeras horas de la escotofase, parecen indicar la existencia de una
ventana temporal para esta actividad. Sin embargo, resulta necesario realizar nuevos
experimentos para poner a prueba esta hipotesis.

A lo largo de todos los ensayos realizados en presencia de una corriente de aire, los
insectos siempre mostraron cierta frecuencia de despegue, independientemente de las
condiciones experimentales. La sola presencia de una corriente de aire, sin estimulos
agregados, pareceria estimular la activacion de vuelo (Fig. 2.4, columnas negras). La
presencia de una corriente de aire puso en evidencia la existencia de una respuesta de vuelo
orientada y a larga distancia. Ademas, y en concordancia con el comportamiento de

anemotaxis positiva descripta para larvas de 5° estadio de 7. infestans (Barrozo et al., 2003),
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R. prolixus mostré una clara tendencia del inicio del vuelo en direccion a la fuente de
corriente de aire (Figura 2.5). La presencia de una corriente de aire generd que todos los
insectos volaran en contra de la corriente manifestando un claro comportamiento de
anemotaxis positiva.

Los ensayos realizados en ausencia de una corriente de aire fueron realizados con el
objetivo de analizar el comportamiento de vuelo espontaneo en el contexto sexual. Como se
ha dicho anteriormente, los machos de R. prolixus estimulados con hembras conespecificas
presentan frecuencias de inicio de vuelo que sobrepasan cualquier otro estimulo puesto a
prueba, alin en ausencia de una corriente de aire. Es posible subrayar que la presencia de
hembras (a 1 m de distancia de los machos) es suficiente para activar el vuelo de los machos.
Esto nos lleva a sugerir que, en ausencia de estimulos visuales (ya que los ensayos se
realizaron en oscuridad funcional para los insectos) y estimulos mecénicos (los insectos
estimulados estaban localizados sobre una plataforma suspendida en el aire y no estaban en
contacto con ningun sustrato), los machos se activan iniciando el vuelo y utilizan claves
quimicas en la orientacion hacia las hembras mediada por compuestos volatiles.

Poco se sabe acerca de lo factores que modulan la actividad de vuelo ademas de la
motivacion fisioldgica, las fuentes artificiales de luz o la temperatura (Lehane y Schofield,
1981; 1982; Lehane et al., 1992; Schofield et al., 1992; McEwen et al., 1993; McEwen y
Lehane, 1993; 1994; Gurevitz et al., 2006; Minoli y Lazzari, 2006). Sin embargo, trabajos
realizados a campo indican que los machos son capturados mas frecuentemente que las
hembras al comienzo del periodo de vuelo (Ekkens, 1981; Noireau y Dujardin, 2001 en 7.
sordida y T. guasayana). Los grupos de hembras o machos confrontados a corrientes de aire
limpio (Fig. 2.4) o en ausencia de corriente y sin estimulos olfativos (Fig. 2.11) mostraron una
activacion basal similar del inicio de vuelo (ca. 35% iniciaron el vuelo). La actividad basal de

inicio del vuelo ya ha sido comunicada en otras especies, por ejemplo, experimentos de
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campo con machos y hembras de 7. sordida mostraron que un 65% de los individuos
liberados iniciaban el vuelo, aunque lo hacian en todas las direcciones (Schofield et al., 1991).
Por otro lado, los resultados de Gurevitz et al. (2006) y Minoli y Lazzari (2006) mostraron
que las hembras presentan una mayor probabilidad de vuelo que los machos en 7. infestans y
R. prolixus. Sin embargo, los resultados presentados en este capitulo revelaron que el inicio
del vuelo espontaneo de los machos y las hembras de R. prolixus ocurre en proporciones
similares.

El vuelo activo a cargo del macho podria incrementar la velocidad de los procesos de
reinfestacion del domicilio y peri-domicilio ya que las hembras que colonizan nuevos
ecotopos podrian ser capaces de atraer machos incrementando asi su capacidad de produccion
de huevos. Esto resulta relevante dado que el vuelo de triatominos ya ha sido relacionado con
procesos de dispersion y posterior colonizacion de domicilios (Sjogren y Ryckman, 1966;
Lehane y Schofield, 1976; Schofield y Matthews, 1985; Wisnivesky-Colli et al., 1993; Cecere
et al., 2004; Vazquez-Prokopec et al., 2004; Ceballos et al., 2005).

Cabe recordar que la sola presencia de las glandulas metasternales, ain extraidas del
cuerpo de las hembras, son capaces de promover la activacion del vuelo de los machos. La
identificacion de los volatiles capaces de modificar el comportamiento de los machos de R.
prolixus, e.g., atrayéndolos hacia fuentes puntuales, podria permitir el desarrollo de cebos
para la deteccion y control de estos insectos vectores. Algunos de los compuestos capaces de
activar el vuelo de los machos probablemente hayan sido indirectamente comunicados en los
trabajos de Manrique et al. (2006) y Pontes et al. (2008) ya que identificaron los compuestos
de las glandulas metasternales de 7. infestans y R. prolixus, respectivamente. Para esto, seria
necesario establecer la identidad de los compuestos volatiles responsables de desencadenar
este comportamiento, lo cual conforma parte de los objetivos particulares del siguiente

capitulo de Tesis.
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Parte I: ANALISIS ELECTROFISIOLOGICOS

INTRODUCCION

Recepcion quimio-sensorial en insectos

La recepcion de informacion del medio que rodea a los animales es llevada a cabo a
través de sus Organos sensoriales y, en particular, la unidad estructural y funcional basica de
recepcion sensorial en los insectos es la sensilia (Chapman, 1998). Las sensilias se pueden
encontrar en cualquier parte del cuerpo del insecto, aunque estan concentradas en los
apéndices, como las patas, cercos del abdomen, palpos de la cabeza y especialmente en las
antenas, donde suelen encontrarse en grandes densidades. Las sensilias, que pueden ser de
diversa modalidad (e.g., mecano-, quimio-, termo-higrorreceptoras) se caracterizan por poseer
una porcion cuticular, que varia en cuanto a su forma y tamafio, asociada a una o mas células
receptoras o sensoriales.

En los insectos, la quimiorrecepcion (i.e. recepcion de sustancias quimicas) puede
ocurrir de distintas formas segun la fase y concentracién en que se encuentren. Olfacion es la
habilidad de detectar compuestos generalmente muy volétiles en estado gaseoso y a una muy
baja concentracion relativa. Si la sustancia en cuestion se halla en fase liquida o en solucion y
a una alta concentracion relativa e incluso sustancias presentes en superficies secas, nos
estamos refiriendo a quimiorrecepcion de contacto (Morita y Shiraishi, 1985).

La percepcion de compuestos quimicos, por medio del olfato, es posible por la
capacidad que poseen algunas células altamente especializadas de responder emitiendo
impulsos nerviosos ante la presencia de sustancias quimicas en el medio ambiente. Para que
esta respuesta ocurra, las células tienen que ser capaces de reconocer sustancias quimicas del

medio ambiente en base a la afinidad de las moléculas de la sefial quimica con los receptores
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de la membrana celular. Consecuentemente, las células olfativas transducen la sefial quimica
en un impulso nervioso que se propaga hacia el cerebro (Farbman, 1994). Otra caracteristica
importante de la célula olfativa es que puede responder tanto a la intensidad del estimulo
como a su calidad.

Existen diversos tipos de sensilias diferenciadas fundamentalmente por su morfologia,
e.g., tricoideas, basiconicas, coeloconicas, placodeas, entre otras (Chapman, 1982; Kaissling,
1987). Las sensilias olfativas se caracterizan por poseer una pared cuticular con numerosos
poros pequefios que permiten la entrada de moléculas quimicas que posteriormente son
llevadas a los receptores de la membrana de la célula sensorial por proteinas transportadoras.
Cada sensilia contiene una o varias células sensoriales primarias (receptores olfativos) cuyas
dendritas estan localizadas en su interior. Los poros de la sensilia son una ventana de contacto
entre el exterior y la hemolinfa receptora ubicada en el lumen del pelo, la cual contiene a las
dendritas receptoras (Kaissling, 1987; Frabman, 1994). La quimiorrecepcion tiene lugar a
partir que la sustancia quimica es absorbida en la superficie del pelo, penetra luego por los
poros mediante transporte pasivo y llega a la hemolinfa receptora, donde se une a proteinas
transportadoras (Kaissling, 1987; Nation, 2002). El complejo sustancia odorifera-proteina
transportadora viaja por la linfa receptora hasta la superficie de la dendrita, donde se une a un
receptor especifico. Es el receptor de membrana de la célula el que determina la especificidad
de la respuesta. Una vez que la sustancia hace contacto con el receptor de membrana, si la
concentracion de la sustancia es suficiente para superar cierto valor umbral, la informacion se
propaga mediante potenciales de accion por las terminales del nervio antenal hacia el sistema
nervioso central (Kaissling, 1994). En el sistema nervioso central la informacion es procesada
e integrada (codificacion de olores, comparacién con la informacion existente) provocando o
no una respuesta comportamental determinada. El estimulo inicial, i.e., la union de la

sustancia con el receptor de membrana, es inactivado por un cambio en la proteina
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transportadora, que pasa del estado reducido a oxidado, cesando de esta manera la
estimulacion.

La sensibilidad de las neuronas quimiorreceptoras a diferentes olores es muy variable.
Algunas son altamente sensibles a un unico tipo de molécula odorifera y relativamente poco o
nada sensible a otras moléculas un poco diferentes. Estas son conocidas como células
olfativas especialistas. Otras neuronas son sensibles a un amplio grupo de diferentes
sustancias (e.g., reaccionan ante un grupo funcional comun a varias sustancias) y se las
conoce como receptores generalistas. En general, los receptores feromonales son especialistas
y estan asociados a situaciones muy especificas, como por ejemplo, la busqueda de alimento o
el contexto sexual.

En los triatominos existen tres diferentes tipos de sensilias ubicados en las antenas y
clasificados de acuerdo a su morfologia y funcién: 1) no porosas en cuenca flexible
(tricobotrias, sensilia campaniforme, bristiles); 2) no porosas con cuenca inflexible (sensilia
coleonica) y 3) porosas con cuenca inflexible (basiconicas y trocoides de pared fina y de
pared gruesa) (Catala y Schofiel, 1994; Catala 1997).

En los triatominos, los cinco estadios larvales y los adultos de ambos sexos poseen un
par de antenas que se encuentran divididas en cuatro segmentos que desde la parte proximal a
la distal toman los nombres de: escapo, pedicelo, artejo flajelar I y artejo flajelar II (Fig. 3.1-

A) y cada uno de estos segmentos porta algun tipo de sensilia (e.g., Fig. 3.1-B).
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Figura 3.1. Micrografia electronica de barrido de antena izquierda entera y detalle de
sensilias de 7. infestans. A) Microfotografia parcial de una larva de 5° estadio en vista ventral,
se observa parte de la cabeza y la antena y pata I izquierdas. El rectangulo negro indica la
porcion de la antena aumentada en B). (Pata I): Fe I: fémur; Ti I: tibia; Ta I: tarso; (Antena
1zq.): E: escapo; P: pedicelo; Fl;: 1° artejo flagelar; Fl,: 2° artejo flagelar (Foto: M. Vlimant).
B) Segmento terminal de antena de larva de 5° estadio de 7. infestans (modificado de
Guerenstein y Guerin, 2001). C) Antena de triatomino.

El registro de la recepcion sensorial

La actividad de las células sensoriales en respuesta a diferentes estimulos (quimicos,
fisicos 0 mecénicos) se puede registrar principalmente a través de la utilizacion de técnicas
electrofisiologicas como la electroantenografia. La técnica de la electroantengrafia tuvo sus
comienzos en manos de Schneider (1957) que registrd pequefias fluctuaciones de voltaje entre
el apice y la base de una antena cuando estaba siendo estimulada por una feromona. Schneider

(1957) estudio el sistema olfativo de Bombyx mori revelando que el potencial de recepcion del
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insecto frente a su feromona podia ser registrado utilizando una antena aislada, posicionada
entre dos microelectrodos capilares conectados a un amplificador.

La diferencia de potencial entre la base y la porcion terminal de la antena de un
insecto cambia cuando se la expone a olores para los cuales el insecto posee receptores,
evidenciando una probable importancia biologica del compuesto para la especie puesta a
prueba. La diferencia de voltaje estaria representando la sumatoria de potenciales de multiples
respuestas de neuronas olfatorias dentro de la antena (Schneider, 1964) mientras que la
amplitud del voltaje corresponderia a la sensibilidad de la antena frente a un compuesto
determinado ya que aumenta con el incremento de la concentracion del estimulo quimico
hasta que se alcanza un nivel de saturacion. Al registrar simultdneamente la suma de
potenciales receptores de varias sensilias de manera extracelular, se consigue un
electroantegrama (EAG). Este tipo de registro cominmente se realiza utilizando dos
electrodos ubicados a ambos extremos de una antena extraida y en contacto directo con su
hemolinfa. Los electrodos se encuentran inmersos en una solucion salina conductora y dentro
de dos capilares de vidrio (Fig. 3.2). De la misma manera, un electrodo (de registro) puede
estar en contacto con la hemolinfa en el extremo apical de la antena y el otro (de referencia)
en contacto con la hemolinfa en otra region del cuerpo (e.g., la base de la antena, la cabeza o
cuerpo del insecto). Un electroantegrama es el resultado de la suma de corrientes receptoras
extracelulares originadas simultdneamente en varias sensilias. Es generalmente aceptado que
el electrodo ubicado en la regioén apical de la antena se cargue negativamente ante una
estimulaciéon de los receptores antenales. Esto probablemente se deba a la orientacion
morfoldgica de los componentes subcuticulares de las sensilias. El espacio linfatico de la
sensilia junto con la region del soma de las células sensoriales generarian un pequefo dipolo

transepitelial con su polo negativo dirigido hacia al extremo distal de la antena. Debido a la
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baja resistencia de la hemolinfa, cada dipolo contribuye con una pequeia diferencia de

potencial al electroantegrama (Kaissling, 1995).

Amplificador de
la sefial de EAG

Capilar de vidrio
Electrodo de Ag/AgCl

Antena del insecto Solucion salina

f

Corriente
de aire

Figura 3.2. Esquema del modo en que se expone una antena de insecto durante el registro de
respuestas electrofisiologicas. La corriente de aire de velocidad y flujo controlado arrastra
consigo los volétiles puestos a prueba.

Esta técnica es de gran utilidad para identificar el tipo de estimulo que puede ser
detectado fisiologicamente por los insectos a partir de la presentacion de claves olfativas o de
otros tipos (ej.: calor, humedad, etc.). Esta técnica puede realizarse con anterioridad a pruebas
de tipo comportamental con el fin de identificar posibles sustancias quimicas que, al ser
detectadas por las antenas de las especie bajo estudio, contribuya a la identificacion de
candidatos que puedan afectar algin comportamiento de particular interés de estudio. Por lo
tanto, los ensayos en antenas pueden ayudar a explorar olores encontrados en el medio
ambiente de un insecto permitiendo la identificacion de aquellos que podrian afectar alguna
actividad comportamental. Asi, si un compuesto no provocara ningin cambio del potencial

eléctrico en el electroantenograma, dificilmente evoque respuestas comportamentales
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significativas en bioensayos posteriores, implicando la ausencia de receptores en la antena que
detecten ese/os compuesto/s puestos a prueba.

La técnica mostro ser eficiente en estudios sobre varios ordenes de insectos, como
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Ortoptera y Tricoptera (Roelofs y
Bjostad, 1984; Jewett et al., 1996). Existe un gran nimero de trabajos que utilizaron la técnica
de CG-EAD en el proceso de identificacion de feromonas, sobre todo en lepidopteros (Van
der Pers, 1980; Van der Pers y Minks, 1997) entre los que se destaca Millar et al. (1996) que
describieron la feromona sexual de Anomala nuxvorella (Lepidoptera: Pyralidae) o de
Anomala daimiana (Coleoptera: Scarabaeidae) (Leal er al., 1993). Particularmente, las
técnicas electrofisioldgicas en triatominos, mediante EAGs o a través de registros
extracelulares de sensilia Uinica, revelaron la existencia de receptores antenales sensibles a
sustancias volatiles tales como (L) acido latico, 4acido pirtvico, aldehidos, acidos grasos de
cadena corta, piridinas, furanos, terpenos y aminas en 7. infestans (Bernard, 1974; Taneja y
Guerin, 1997; Guerenstein, 1999; Guerenstein y Guerin 2001, Diehl ef al. 2003). Cabe
destacar, que la mayor parte de estas respuestas probablemente estén asociadas a la deteccion
del hospedador. En otro contexto, De Brito Sanchez et al. (1995) informaron acerca de
variaciones significativas en la actividad eléctrica de antenas de machos de 7. infestans
asociados a olores provenientes de parejas en copula. Estudios electroantenograficos llevados
a cabo con una serie homologa de aldehidos alifaticos sobre hembras y machos de 7. infestans
provocaron respuestas eléctricas crecientes en ambos sexos a medida que aumentaba el largo
de la cadena de los compuestos presentados hasta el nonanal después del cual las respuestas
disminuian (Fontan et al., 2002). Ese estudio demostré que la presencia de compuestos
electrofisiologica y comportamentalmente activos emitidos por parejas en copula podrian

tener un papel como feromona sexual. Por otro lado, la evaluaciéon de componentes de
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glandulas de Brindley sobre antenas de machos de 7. infestans mostrd respuestas eléctricas

significativas para el 2- y 3-metilbutil-2-metilpropanoato (Gonzéalez Audino et al., 2007).

Cromatografia Gaseosa

La cromatografia es un método fisico utilizado para la separacion y andlisis de
mezclas de sustancias volatiles. Estd basado en la volatilizaciéon de los componentes de la
mezcla de interés. Esta mezcla es introducida en el puerto de inyeccion de una columna
cromatografica (Fig. 3.3) que esta tapizada internamente por una fase fija, mientras que los
compuestos volatilizados son arrastrados por una fase movil, siendo ambas fases inmiscibles
entre si. La elusion de los componentes de la mezcla se produce por el flujo de la fase movil
de gas inerte (e.g., helio, argdn, nitrdgeno, hidrégeno o didxido de carbono) evitando la
reaccion con el analito que fluye a través de la columna siendo su unica funcion la de
transportarlo a través de la columna. Existen dos tipos de cromatografia de gases donde la
fase fija puede ser un sélido poroso (cromatografia de gas sélida), o bien una pelicula liquida
delgada que recubre un so6lido particulado o las paredes de la columna (cromatografia de gas
liquido), siendo esta tltima la mas ampliamente utilizada. En la cromatografia de gas soélida,
la fase estacionaria es solida y la retencion de los analitos en ella se produce mediante el
proceso de separacion de los componentes de la mezcla sobre la superficie soélida. Este
proceso de adsorcidon no es lineal ya que la retencion del analito sobre la superficie es
semipermanente y se obtienen picos de elusion con colas siendo su Unica aplicacion la
separacion de especies en estado gaseoso de bajo peso molecular. La cromatografia de gas
liquido utiliza como fase estacionaria moléculas de liquido inmovilizadas sobre la superficie

de un solido inerte, siendo la particion de los mismos entre las fases liquida y gaseosa.
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Figura 3.3. Cromatografo de gas basico. A) mezcla de varios compuestos inyectados dentro
de una camara previamente calentada (inyector) donde el vapor de la muestra se mezcla con la
corriente de gas inerte y es arrastrada hacia la entrada de la columna. B) A medida que el
vapor de la mezcla es arrastrado por el flujo de gas inerte, los compuestos con mayor afinidad
por el revestimiento de la columna viajaran mas lentamente y se separaran de los compuestos
con menor afinidad por el revestimiento de la columna. C) A medida que los compuestos
continian moviéndose a través de la columna, cada compuesto aislado sale (se eluye)
secuencialmente hacia un detector que, conectado a un amplificador, produce un voltaje
proporcional a la cantidad de compuesto que pasa a través de ¢l. D) Cromatograma de gas:
nivel de respuesta del detector (voltaje) en funcion al tiempo de retencion transcurrido y
proyectada en una pantalla de computadora mediante el uso de un software apropiado.

En la cromatografia gaseosa se utilizan diversos componentes: el gas portador, el
sistema de inyeccion de muestra, la columna (generalmente dentro de una estufa que lo
contiene) y el detector (Fig. 3.3). El gas portador (fase movil) proviene de cilindros provistos
con valvulas reductoras de presion y cumple basicamente con el proposito de transportar los
componentes de la muestra y crear una matriz adecuada para el detector. Luego, la muestra de
interés se introduce en el puerto de inyeccion, por ejemplo mediante una fibra de micro-
extraccion en fase sélida (o SPME: Solid-Phase MicroExtraction, ver mas adelante),
produciéndose la desorcion de la misma y su introduccién en la corriente de gas. La columna
se halla dentro de una estufa a temperatura variable, lugar donde se realiza la separacion de

los componentes de la muestra. La separacion de los componentes de la mezcla se produce
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por las diferentes solubilidades en esta fase a una temperatura dada, en base a sus presiones de
vapor relativas y de acuerdo a sus afinidades con la fase estacionaria. Cuando los compuestos
son arrastrados por la corriente del gas, algunos poseen una afinidad quimica mayor por el
revestimiento de la columna que otros y viajardn mas lentamente. Como resultado, los
compuestos se separan a medida que viajan a través de la columna y saldran de esta a
diferentes momentos (el tiempo de retencion del compuesto). Las sustancias separadas salen
de la columna disueltas en el gas de arrastre y pasan por un detector: dispositivo que genera
una sefal eléctrica proporcional a la cantidad del material eluido a medida que cada
componente separado fluye a través de ¢él. En la cromatografia de gases, la velocidad a la cual
viaja un compuesto también depende de la temperatura de la columna (los compuestos se
mueven mas rapidamente a mayores temperaturas de la columna). Por esta razén, la columna
esta alojada en una estufa cuya temperatura puede ser controlada con mucha precision.

El efluente de la columna del cromatégrafo es liberado a un detector que produce
voltaje de corriente directa cuya amplitud es proporcional a la concentracion del compuesto
eluido de la columna. El detector comunmente utilizado es el de ionizacion de llama (FID:
Flame lonization Detector) que es sensible a todas las moléculas organicas. La salida de este
detector es normalmente representada en un grafico de dos ejes siendo el eje de las ordenadas
el que representa el voltaje del detector y el eje de las abscisas representa el tiempo. Con la
misma columna y condiciones operativas del cromatografo de gases, un compuesto particular
siempre eluird con el mismo tiempo de retencion siendo, entonces, el tiempo de retenciéon un
caracter diagnostico que puede ser usado para identificar individualmente compuestos en
mezclas desconocidas.

El tiempo de retencion de un componente de la muestra es el tiempo transcurrido

desde la inyeccion de la misma hasta la aparicion del maximo pico correspondiente a dicho
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componente. De esta manera, es posible definir el tiempo de retencion como el tiempo que un
cierto componente permanece retenido en la fase estacionaria.

La cromatografia de gases puede estar asociada a la espectrometria de masas en una
técnica hibrida conocida como GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) y tiene
como funcion identificar diversas sustancias dentro de una muestra. La espectrometria de
masas es una técnica experimental que permite la medicion de iones derivados de moléculas.
Las mediciones se realizan en un espectrometro de masas que es el instrumento que permite
analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos e isotopos
atomicos, separando los nucleos atomicos en funcion de su relacion masa-carga. Puede
utilizarse para identificar los diferentes elementos quimicos que forman un compuesto o para

determinar el contenido isotopico de diferentes elementos en un mismo compuesto.

Microextraccion en fase solida (SPME)

Esta técnica se utiliza con el fin de extraer, separar y analizar mezclas de sustancias
volatiles para su posterior identificacion y consiste en una columna capilar de cromatografia
de gases muy corta (aprox. 2 cm) abierta al exterior. La fase solida es una fibra que puede
estar constituida por un polimero liquido o un adsorbente solido que sirve para la extraccion.
Esta capa puede extraer diferentes tipos de moléculas, volatiles o no volatiles, de diferentes
tipos de medios en fase liquida o gaseosa (Fig. 3.4). La cantidad de moléculas extraidas por la
fibra es proporcional a su concentracién en la muestra, siempre y cuando se alcance el

equilibrio termodinamico.
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Figura 3.4. A) Columna capilar cromatografica expuesta a la mezcla de volatiles de interés
para su adsorcion. B) Inyeccion de la muestra adsorbida en A) en el puerto de inyeccion del
cromatografo de gases (desorcion de la muestra). C) Detalle del puerto de inyeccion y
conexion a la columna cromatografica.

Inyeccion de la muestra

Luego de la extraccion, la fibra es transferida al puerto de inyeccion del cromatdgrafo
de gases (instrumento de separacion), donde la desorcion de las moléculas tiene lugar (Fig.
3.4-B). La inyeccion de la muestra en el cromatografo de gases implica la introduccion de la
fibra con los analitos que se desorben por calor en una camara de vaporizacioén instantanea
dentro del cromatografo gaseoso para tomar contacto con el flujo de gas de arrastre (Fig. 3.4-
O).

Este método de microextraccion se realiza de manera rapida y no utiliza solventes. El
umbral de deteccion varia segun la afinidad de los compuestos adsorbidos por la fase solida y

puede estar en el orden de partes por trillon (ppt).

Cromatografia gaseosa acoplada a electroantenodeteccion (CG-EAD)
La electroantenografia acoplada a un cromatdgrafo de gases, implica que los volatiles
obtenidos de una mezcla son registrados simultdneamente por la antena y por el detector

electronico (FID) del cromatégrafo. Este procedimiento permite la identificacion rapida de los
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compuestos de mezclas complejas que pueden estimular las sensilias olfativas de un insecto, o
sea, con esta técnica es posible saber qué sustancia quimica especifica es detectada
fisiologicamente por la antena del insecto puesto a prueba. Se pueden utilizar olores derivados
directamente de fuentes naturales. Esta informacion puede ser utilizada para descubrir
compuestos biolégicamente relevantes (e.g., feromonas) que modifiquen el comportamiento
de los insectos.

En el CG-EAD, el efluente que sale del extremo de la columna es separado en dos,
con una porcion del efluente dirigido hacia el FID y la otra que pasa a través de la corriente de
aire purificada que es inyectada hacia la antena del insecto (Fig. 3.5). Los electrodos en
contacto con la hemolinfa del insecto conducen voltaje con corriente directa desde la antena
hacia la entrada de un amplificador de alta impedancia el cual a su vez alimenta a un lector
grafico que expone simultdneamente la salida de voltaje de la antena y la del FID en funcion
del tiempo (Fig. 3.5-E). Los cambios sincronizados de voltaje del FID con los de la antena
indican sensibilidad olfativa por parte del insecto al compuesto eluido en un tiempo de
retencion particular. La salida del FID puede usarse para confirmar la presencia, identidad y
cantidad de los compuestos expuestos a la antena mientras que la salida de la antena (EAD)
indica la presencia o ausencia de sensibilidad olfatoria a los compuestos eluidos y provee una

medida relativa de la intensidad de la estimulacion olfatoria.
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Figura 3.5. Cromatografo de gas acoplado a un detector electroantenografico (CG-EAD). A)
La mezcla de varios compuestos es inyectada y arrastrada hacia la entrada a la columna. B)
El gas inerte arrastra el vapor de la muestra y los compuestos con mayor afinidad con el
revestimiento viajaran mas lentamente y se separaran. C) El efluente de la columna es
dividido en dos: una mitad viaja hacia el FID y la otra mitad es llevada simultaneamente
hacia la antena del insecto. D-1) El FID produce un voltaje proporcional a la cantidad de
compuesto organico del efluente de la columna. D-2) El efluente de la columna es mezclado
con aire purificado e inyectado sobre la antena del insecto unida a un amplificador. E) La
salida eléctrica amplificada tanto del FID como de la antena son simultidneamente
proyectados en una pantalla de computadora.

Las mediciones de la actividad eléctrica de las antenas se realizan midiendo el cambio
del potencial eléctrico de la antena cuando esta es estimulada con sustancias volatiles. Si un
incremento en la concentracion de la sustancia que se estd probando induce un incremento en
la magnitud del cambio de potencial eléctrico, esto se debe a que existen receptores olfativos

que responden de manera dosis-dependiente al olor en cuestion.
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Productos de las glandulas metasternales de las vinchucas

Uno de los tipos de glandulas exocrinas presentes en triatominos, y estudiados en esta
Tesis, son las glandulas metasternales cuyos orificios de salida abren en el metatérax lateral
contiguamente a las cavidades de insercion del tercer par de patas. (Fig. 1.5 y 1.7-A). Los
compuestos volatiles de las glandulas metasternales de 7. infestans y de R. prolixus fueron
estudiados por Manrique et al. (2006) y Pontes et al. (2008), respectivamente. En T. infestans
se identificaron seis compuestos (Fig. 3.6), siendo los compuestos mas abundantes la 3-
pentanona, 2-metilbutanol, 3-pentanol y un compuesto aun no identificado, tanto de hembras
como de machos. La 3-pentanona, el componente que representa el 76% de la secrecion de las
glandulas metasternales de 7. infestans, fue detectada sobre el aire circundante (headspace) de
parejas en copula, sugiriendo que estos olores podrian intervenir en la comunicacion sexual de
esta especie (Manrique et al., 2006). En ensayos de comportamiento, Crespo y Manrique
(2007) demostraron que las gldndulas metasternales de hembras de 7. infestans participan en
el comportamiento sexual de esta especie, promoviendo tanto la ocurrencia de copula como el
comportamiento de agregacion de machos alrededor de la pareja en copula descripto para esta
especie. Por otro lado, estos autores propusieron que las glandulas de Brindley no tendrian un
rol en la ocurrencia de copula ni tampoco en la promocion de la agregacion de machos ya que

la oclusion de sus orificios no modificé la frecuencia de copula ni la agregacion de machos.
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Figura 3.6. Cromatografia gaseosa de los compuestos volatiles presentes en las glandulas
metasternales en hembras de 7. infestans. Entre paréntesis: porcentaje del compuesto sobre el
total de la muestra. Compuestos identificados mediante CG-MS. Técnica de captura de
volatiles: SPME (figura modificada de Manrique et al., 2006).

Los productos de secrecion de las glandulas metasternales de hembras y machos de la
vinchuca R. prolixus producen unos doce compuestos siendo todos ellos cetonas y alcoholes
(Pontes et al., 2008). Los compuestos mas abundantes son 2-metil-3-buten-2-o0l, (2S)-
pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol y (2R/2S)-4-metil-3-penten-2-ol (Fig. 3.7). Sin embargo,
son las hembras las que emiten productos de secrecidon mas abundantemente que los machos
durante las primeras horas de la escotofase (Pontes et al., 2008). El 2-metil-3-buten-2-ol ya ha
sido reportado como parte de las feromonas de agregacion de varias especies de escarabajos
de la corteza (Giesen et al., 1984; Klimetzek et al., 1989; Schlyter et al., 1992) y también
como parte de una feromona de alarma en el avispon asiatico Vespa crabro (Veith et al.,
1984). El 2-pentanol ha sido encontrado en la avispa chaqueta amarilla (Ono et al., 2003;

Ono, 2005), como un atractante a frutos para los coleopteros Carpophilus hemipterus y

Conotrachelus nenuphar (Phelan y Lin, 1991; Prokopy et al., 2001), y como parte de
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secreciones defensivas de Polyzosteria y cucarachas relacionadas (Wallbank y Waterhouse,
1970). Por otro lado, analisis realizados en R. prolixus por Pontes et al. (2008) detectaron la
liberacion de compuestos de las glandulas metasternales sobre parejas en copula y observaron
una disminucién de la frecuencia de copula durante ensayos comportamentales con oclusion
de los orificios de estas glandulas en machos o hembras. Por lo tanto, estas secreciones

glandulares parecen estar involucradas en la comunicacion sexual de esta especie.

Tiempo indice de Cantidad Cantidad
I?, ./ Relativa Relativa
Compuesto Retencion | Retencion (xt DE) (x: DE)
(min) de Kovats o o
(%) ¢ (%) &
2-butanona 2,53 909 <0.,5 <0.5
2-pentanona 3,68 979 <0,5 <0,5

3-metil-2-butanol 7,31 1108 1,1+0,5 0,9+0,3

3-pentanol 7,99 1120 1,4+0,4 1,1+0,2

(3E)-2-metil-3-penten-2-ol 10,07 1166 6,1+£3.0 5,3£1.,5
(25)-4-metil-2-pentanol 10,80 1181 <0,5 <0,5
(3S)-hexanol 12,00 1207 <0,5 <0,5

(25/2R)-4-metil-3-penten-2-ol 14,99 1267 2,1+1.3 2,5+0.,8

Figura 3.7: Identificacion de los compuestos de las glandulas metasternales de R. prolixus. Se
identificaron 12 cetonas y alcoholes, siendo los compuestos mas abundantes: 2-metil-3-buten-
2-ol seguido por (2S)-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol y 4-metil-3-penten-2-ol (Pontes et
al., 2008). En color gris estan resaltados los compuestos que se pusieron a prueba en la
presente Tesis en experimentos comportamentales de vuelo.

A partir de los trabajos realizados hasta el presente, surge que se ha avanzado en el
conocimiento de la naturaleza quimica de las secreciones glandulares y en su funcion en
diferentes contextos. Sin embargo, no se ha estudiado en forma precisa especifica e

individualmente a los compuestos quimicos liberados por ambos tipos de glandulas exocrinas.
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En este trabajo de Tesis, aspiramos a iniciar la caracterizacion de la respuesta
electrofisiologica, es decir, a nivel del nervio antenal, sitio donde se encuentran la gran
mayoria de receptores olfativos en insectos, y la respuesta comportamental de las vinchucas
para determinar si alguna mezcla de los componentes volatiles liberados constituyen algiin

tipo de sefial para las vinchucas en el contexto sexual.

El objetivo de esta primera parte fue identificar los volatiles liberados por las
glandulas metasternales de las hembras detectados por las antenas del macho en T. infestans y
R. prolixus. Para ello, se realizaron experimentos utilizando la técnica denominada
cromatografia gaseosa acoplada a electroantenodeteccion (CG-EAD) con la finalidad de
encontrar respuestas electrofisiologicas por parte de los receptores olfativos localizados en las
antenas de los machos, ante los compuestos volatiles presentes en las glandulas metasternales

de las hembras presentados separadamente por el cromatografo de gases.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron machos y hembras virgenes de las especies 7. infestans y R. prolixus, que
fueron separados por sexo desde el 5° estadio y mantenidos en recipientes de acrilico
utilizando papel de filtro como sustrato. Los insectos fueron mantenidos en un régimen de
iluminacion de 12:12 h luz:oscuridad, 28+2°C, 30-60% HR y alimentados quincenalmente
sobre gallinas vivas. Se utilizaron adultos de 1 a 2 meses de edad con un ayuno de 7 a 10 dias

(T. infestans) y de 15 a 20 dias (R. prolixus) al momento de los ensayos.

Obtencion de las muestras de glandulas metasternales de hembras de T. infestans y R.

prolixus

El procedimiento de obtencion de las muestras de glandulas metasternales esta
descripto en el item Obtencion de las muestras de la seccion 3 de Procedimientos particulares
y resultados del capitulo II de esta Tesis. Una vez obtenida la muestra, se mantenia a -18°C
hasta los momentos previos del ensayo de CG-EAD.

Previamente a cada ensayo en el CG-EAD, cada muestra era sonicada en un
dispositivo de ultra-sonido (Troton, Inpec Electronica, Brasil) a una frecuencia de 40 kHz
durante 5 minutos y después sometida a 50°C durante 30 min. Los olores eran capturados
insertando la fibra de micro-extraccion en fase solida (SPME) del tipo DVB/CAR/PDMS a
través de un soporte en el interior del frasco que contenia la muestra exponiéndola a los
volatiles presentes alli dentro. La fibra de SPME utilizada tenia 2 cm de largo y 50-30 um de
ancho y estaba recubierta con divinilbenceno (DVB, mezcla de isomeros), carboxeno (CAR)
y polidimetilsiloxano (PDMS) (SUPELCO, USA). (Fig. 3.4-A). Luego de la adsorcion de los

volatiles en la fase solida de la fibra, la misma era insertada durante 1 minuto en el puerto de
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inyeccion del cromatdgrafo gaseoso para la desorcion térmica de los analitos (Fig. 3.4-B). Se
utiliz6 una columna cromatografica del tipo SupelcoWax-10: 30 m de largo; 0,25 mm
diametro interno; 0,25 um. El inyector del cromatdgrafo fue programado a 230°C, utilizado en
modo splitless siendo Helio (He) el gas de arrastre que circulaba a un velocidad de 30cm/s. El
programa de temperatura utilizado para la estufa del CG fue el siguiente: 40°C durante 5 min,
subsecuente calentamiento hasta 120°C aumentando 3°C/min y posteriormente hasta 200°C
aumentando a una tasa de 15°C/min. La interfase fue calentada a 250°C y la energia de

inonizacion fue de 70eV.

Identificacion de compuestos individuales de glandulas metasternales de hembras que evocan

respuestas electrofisiologicas en las antenas de los machos

El andlisis de la respuesta de los receptores sensoriales de las antenas de las vinchucas
a la estimulacion con compuestos de las glandulas metasternales se llevo a cabo mediante
registros electrofisiologicos extracelulares o electroantenogramas (EAG). Para ello, se
enfriaba un macho en un congelador (-18°C) durante 2 min para anestesiarlo, luego de lo cual
se realizaba un corte transversal en la cabeza por delante de los ojos. Luego se cortaba la
proboscis por la base, cuidando que las antenas queden intactas. La conexion eléctrica de los
electrodos (Fig. 3.8-B) se realizaba insertando el lado positivo del circuito a la abertura de la
cabeza (poniendo en contacto el electrodo de referencia con la hemolinfa), mientras que el
apice de ambas antenas juntas se conectaba al electrodo negativo. El extremo de ambos
flagelos antenales era cortado para asegurar buena conductividad eléctrica, cerrando asi el
circuito eléctrico para el registro del EAG (Fig. 3.8-A). Se utilizaron micromanipuladores
(MP-12, Syntech, Holanda) para guiar los electrodos con precision.

Las antenas se montaron entre 2 capilares de vidrio llenos de una solucion de KCl

0,1M (de composicion similar a la de la hemolinfa de la antena, modificada de Case, 1957)
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asociados cada uno a 1 electrodo de plata con un didmetro interno entre 20-30 um. Los
electrodos se conectaron a un pre-amplificador de resistencia de entrada de 10'* Ohms (CS-
05, Syntech, Holanda) de AC/DC para aumentar la intensidad de la sefal de alta impedancia.
De esta forma se midid y registré de manera continua (DC) la diferencia de potencial eléctrico
entre ambos extremos (base de la cabeza y apice de ambas antenas). La salida del pre-
amplificador era procesada por una interfase que proveia un control basal opcional de la senal
analogica-digital (IDAC 232, Syntech, Holanda). El almacenamiento, posterior analisis y
visualizacién de la senal digitalizada del FID y la sefial de la interfase se realizaba mediante
una computadora equipada con un software para el CG-EAD (GC-EAD2000, Syntech,
Holanda) (Fig. 3.5 y 3.8). De esta manera, la captura de datos se proyectaba en tiempo real

mostrando en graficos los resultados.
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Boca de salida de la
corriente del CG

Electrodo de registro Capilar de vidrio  Electrodo de referencia

PPl I
Sa

3 mm

Capilar de vidrio
con soluciéon KC1 -

Porcion anterior de la cabeza
/ Antenas (sin 0jos ni proboscis)

1 mm

Figura 3.8. Disposicion de las antenas de macho adulto de R. prolixus en el EAG (el
procedimiento es idéntico en 7. infestans). A) En primer plano, conexion de las antenas y
porcion de la cabeza a los electrodos. Segundo plano: transversal a los electrodos se observa
la boca de salida de la corriente del CG. Rectangulo con linea discontinua: imagen aumentada
en B). C) Imagen aumentada de B). Antenas en contacto con el capilar de vidrio que contiene
al electrodo de registro inmerso en solucion de KCI.
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La estimulacion de las antenas se llevd a cabo mediante la presentacion de una
corriente de aire continua de flujo controlado (280 ml/min) humidificada luego de pasar por
un recipiente con agua destilada. La corriente de aire era conducida por medio de una
manguera de silicona hasta un tubo de vidrio en forma de "'L"" (lado largo: 11 c¢m; lado corto:
8 cm; didmetro: 0,8 cm), cuyo extremo distal de salida de la corriente de aire estaba a 0,3 cm

de distancia de la antena (Fig. 3.9).

Antenas suspendidas entre los electrodos del EAG
(ver Fig. 3.8-A)
X

Salida de olores de
la columna del CG

Tubo de vidrio en 'L

Figura 3.9. Interfase entre el cromatografo de gases y el electroantenografo. A) vista general
de la interfase; a derecha: parte terminal de la columna cromatografica en contacto con una
corriente de aire controlada contenida en un tubo de vidrio en forma de "'L""; a izquierda: la
corriente de aire del tubo desemboca frente a las antenas conectadas al electroantendgrafo. B)
Detalle de conexion entre la columna del CG y el tubo de vidrio con corriente de aire
controlada.

Teniendo en cuenta que el largo de las antenas era de 6 mm aproximadamente, y que
el diametro interno de la boca del tubo de estimulaciéon era de 8 mm, la corriente saliente

cubria la totalidad de la antena. Para determinar si la preparacion se encontraba en buen
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estado, se soplaba una bocanada de aliento sobre las antenas confirmando que hubiera una
respuesta previamente y al final de cada ensayo. Para los registros se utilizaron antenas de un
total de 10 machos de cada especie (7. infestans o R. prolixus) estimulados por los volatiles de
muestras compuestas por 10 glandulas metasternales provenientes de 5 hembras

conespecificas cada una.

Identificacion quimica de los compuestos glandulares de hembras

Con el objetivo de confirmar la identidad quimica de los compuestos presentes en las
muestras de las glandulas metasternales de hembras, se introdujeron compuestos quimicos
sintéticos en el cromatdgrafo de gases siguiendo el mismo protocolo de temperatura utilizado
para analizar las muestras glandulares. Se estimularon asi antenas de machos con compuestos
quimicos sintéticos y se observo la respuesta electrofisioldgica frente a cada uno de ellos.
Segun los resultados obtenidos con las muestras de glandulas (ver abajo), se estimuld a las
antenas de machos de T. infestans con 3-pentanona y para machos de R. prolixus con 2-metil-
3-buten-2-ol, 2-metil-1-butanol, (2S)-pentanol y 2-butanol. En la siguiente tabla se muestran

las caracteristicas de los compuestos utilizados:

Compuesto Peso Molec. Grado de Origen Especie en la
pureza que se utilizo
3-pentanona 86,13 98% Sigma-Aldrich | . . o s
(EUA)
2-metil-1-butanol 88,05 99 % Sigma-Aldrich | 5 i
(EUA)
(2S)-pentanol 88,14 99,5 % (EEEZ) R. prolixus
2-metil-3-buten-2-ol 86,1338 98 % Sigma-Aldrich | = p 1
(Alemania)
2-butanol 72,11- 99% Sigma-Aldrich | 5 i
(EUA)
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RESULTADOS

Identificacion de compuestos individuales de glandulas metasternales de hembras que evocan

respuestas electrofisiologicas en las antenas de los machos

Triatoma infestans

Los resultados electrofisioldgicos sobre 10 pares de antenas de machos analizados
mostraron solamente respuesta electrofisiologica frente a la 3-pentanona presente en las
muestras de glandulas metasternales de las hembras (Fig. 3.10), demostrando que las antenas
de los machos perciben este compuesto (el 100% de las antenas analizadas respondi6 a este
compuesto). Para confirmar la identidad quimica del pico que provoco la respuesta de la
antena se estimuld a la antena del macho con volatiles del compuesto sintético obtenido
comercialmente, en este caso, 3-pentanona (Sigma-Aldrich). El compuesto sintético era
inyectado en el CG y sometido al mismo protocolo de secuencia de temperaturas que las
muestras de las glandulas. Como resultado obtuvimos una coincidencia de los tiempos de
retencion entre el pico del sintético y el pico que provocé la respuesta en la antena, por lo que
pueden ser considerados como el mismo compuesto. El pico de compuesto del FID que
coincide con una respuesta en el EAD (Fig. 3.10) tiene un tiempo de retenciéon aproximado de
4,75 min y coincidentemente, la 3-pentanona sintética presentd un tiempo de retencion de

4,82 min (Fig. 3.11).
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Ch 1: 0.2 mV/div (Fjlt: 16); Ch 2] 5 mV/div (Filt: 4); Horz: 3 min/div

3-pentanona
(4,75 min)

!
|

Amplitud eléctrica de la sefial (mV)

FID (CG) “ |
Ly A A
EAD < Hw i "hw ! ol [P V‘ b "m et ) U by by
Respuesta de A
la antena
0.00 3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00

Tiempo de retencion (min.)

Figure 3.10. Cromatografia gaseosa (FID) y la correspondiente sefial de electroantenograma
(EAD) de las antenas de un macho de 7. infestans en respuesta a volatiles de 10 glandulas
metasternales de hembras. FID: 0,2mV/division; EAD: SmV/division.
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Ch 1: 0.2 mV/div (Filt: 16); Ch 2] 5 mV/div (Filt: 0); Horz: 3 min/div

3-pentanona
(4,82 min.)
|

!

Amplitud eléctrica de la sefial (mV)

Fo (CG\ R [ \\J‘“ﬂ—. ‘ _ M_h_.fl. i pon |

EAD 4—
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Tiempo de retencion (min.)

Figure 3.11. Cromatografia gaseosa (FID) y la correspondiente sefial de electroantenograma
(EAD) de las antenas de un macho de 7. infestans en respuesta a volatiles compuesto 3-
pentanona sintético. FID: 0,2mV/division; EAD: SmV/division.

Paralelamente, en ensayos control, se analizaron las respuestas electrofisiologicas de
seis antenas de machos frente a los volatiles capturados de muestras de cuticula y tejido no
glandular (Fig. 3.12). No se encontraron respuestas electrofisioldgicas de las antenas al ser

estimuladas con muestras control.

117



Claudia Zacharias Electrofisiologia

Ch 1: 0.2 mV/div (Filt: 16); Ch 2] 5 mV/div (Filt: 0); Horz: 3 min/div

Amplitud eléctrica de la sefial (mV)

FID (CG)
\_.,_,.L_L*ﬁ, e A

EAD &— . “

0.00 3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00

Tiempo de retencion (min.)

Figure 3.12.Cromatografia gaseosa (FID) y la correspondiente sefial de electroantenograma
(EAD) de las antenas de un macho de 7. infestans en respuesta a volatiles de una muestra
control proveniente de 10 piezas de cuticula de hembras. FID: 0,2mV/divisiéon; EAD:
SmV/division.

Rhodnius prolixus

Las mediciones electrofisiologicas se realizaron de la misma manera y bajo las
mismas condiciones experimentales que para las antenas de los machos de 7. infestans. Las
respuestas mostradas por las antenas de R. prolixus resultaron poco consistentes y hasta ahora
no repetibles al ser estimuladas con volatiles de muestras de glandulas metasternales de
hembras, por lo que estos resultados pueden considerarse preliminares o exploratorios. A
pesar de esto, se observaron respuestas electrofisiologicas ante la estimulacion con volatiles
provenientes de las muestras de glandulas metasternales, identificados como 2-metil-3-buten-

2-ol (Fig. 3.13-A), 2-metil-1-butanol (Fig. 3.13-B) y (2S)-pentanol (Fig. 3.13-C).
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Figure 3.13. Cromatografia gaseosa (FID) y la correspondiente sefial de electroantenograma
(EAD) de las antenas de un macho de R. prolixus en respuesta a volatiles de 10 glandulas
metasternales de hembras. En las figuras se sefialan los compuestos que evocaron una
respuesta antenal: A) 2-metil-3-buten-2-ol, B) 2-metil-1-butanol y C) (2S)-pentanol. FID:
0,2mV/division; EAD: 5mV/division.

Se confirm6 la naturaleza quimica de algunos de los volatiles presentes en las
glandulas metasternales que evocaban alguna respuesta electrofisiologica mediante la
estimulacion de las antenas con compuestos sintéticos obtenidos comercialmente (2-metil-3-

buten-2-ol, 2-metil-1-butanol y (2S)-pentanol) (Fig. 3.14 A-C).
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Figure 3.14. Cromatografia gaseosa (FID) y la correspondiente sefial de electroantenograma
(EAD) de las antenas de un macho de R. prolixus en respuesta a volatiles de los compuestos
sintéticos: A) 2-metil-3-buten-2-0l; B) 2-metil-1-butanol; C) (2S)-pentanol. FID:
0,2mV/division; EAD: 5mV/division.
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Parte 11: ANALISIS COMPORTAMENTAL

INTRODUCCION

En el capitulo II se analiz6 la relacion entre el comportamiento de inicio de vuelo en
R. prolixus y las claves quimicas involucradas en el contexto sexual. Se estudidé también la
posible fuente de emision de dichos compuestos volatiles, proponiendo a las glandulas
metasternales de las hembras como las responsables de la comunicacion y reconocimiento
sexual a distancia en R. prolixus. Luego, en la primer parte del actual capitulo estudiamos
cuales de los compuestos individuales de las glandulas metasternales son percibidas a nivel
periférico por las antenas de dichos insectos. En esta segunda parte del capitulo III
estudiaremos las respuestas comportamentales de machos a los compuestos detectados por las
antenas de R. prolixus.

La técnica de CG-EAD es de gran utilidad para identificar compuestos capaces de
generar una respuesta fisiologicas a nivel del sistema periférico de los insectos estimulados
con claves olfativas naturales y complejas. Los ensayos electrofisiologicos con antenas
pueden ayudar a explorar olores encontrados en el medio ambiente de un insecto permitiendo
la identificacion de aquellos que podrian afectar alguna actividad comportamental. Asi, si un
compuesto no evocara ningun cambio en el electroantegrama, dificilmente se obtendrian
resultados significativos en bioensayos posteriores, ya que el insecto no contaria con
receptores en la antena que detecten ese compuesto. De esta manera, una vez identificados, es
posible poner a prueba el efecto de distintas sustancias quimicas sobre distintos aspectos
comportamentales de los insectos.

Pontes et al. (2008) identificaron los compuestos producidos por las glandulas

metasternales de R. prolixus y establecieron una asociacion entre las secreciones altamente
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volatiles y la comunicacién sexual. Demostraron también que los compuestos producidos por
las glandulas metasternales son emitidos espontdneamente por los adultos virgenes de ambos
sexos, siendo esta emision mas intensa en las hembras y durante la escotofase. Ademas, en
ensayos comportamentales se registré una reduccion en la ocurrencia de copula en ausencia
de los olores producidos por las glandulas metasternales de machos o de hembras, lo que
indicaria la existencia de procesos de reconocimiento inter-sexual.

En estudios realizados utilizando cromatografia gaseosa asociada con espectrometria
de masa o CG-MS se identificaron hasta doce compuestos producidos por las glandulas
metasternales de R. prolixus (Pontes et al., 2008). Ambos sexos presentan el mismo perfil de
secrecion glandular siendo el 2-metil-3-buten-2-ol, (2S)-pentanol, (3E)-2-metil-3-penten-2-ol
y (2R/28)-4-metil-3-penten-2-ol los mas abundantes. Como ya ha sido mencionado, son las
hembras las que liberan mas frecuentemente estos compuestos durante las primeras horas de
la noche. Durante el periodo oscuro muchas especies de triatominos, incluyendo a R. prolixus,
presentan su pico de maxima actividad e.g., el comportamiento de agregacion/dispersion
(Lorenzo Figueiras et al., 1994), el inicio del vuelo (McEwen y Lehane, 1993), la salida de
refugios y la busqueda de alimento (Lorenzo y Lazzari, 1996). Por otro lado, la oclusion de
los orificios de salida de las glandulas metasternales de machos o hembras deviene en una
significativa reduccion de la frecuencia de copula, lo cual sugiere que las secreciones de las
glandulas metasternales de R. prolixus estarian involucradas en la comunicacion sexual.

En base a estos datos y con el objetivo de identificar los compuestos individuales
funcionalmente activos en la comunicacion entre sexos de R. prolixus, se puso a prueba la
activacion del inicio de vuelo de los machos en presencia de algunos compuestos sintéticos
(obtenidos comercialmente) presentes en las secreciones de las glandulas metasternales de las

hembras. De esta manera, el objetivo particular de esta parte de la Tesis fue analizar el/los
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compuestos potencialmente implicados en el acercamiento de machos a hembras e investigar

las dosis capaces de promover el inicio del vuelo de machos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron adultos de R. prolixus criados en nuestro laboratorio a una temperatura
de 28+1°C, 30-60% HR y con un régimen de iluminacion de 12:12 h luz:oscuridad. Se
utilizaron adultos virgenes para lo cual las larvas de 5° estadio fueron separadas por sexo
hasta la eclosion imaginal y luego las hembras y machos adultos permanecieron en recipientes

separados. Se utilizaron adultos de 1-2 meses de edad y con un ayuno de 14-25 dias.

Se realizaron experimentos de activacion del inicio de vuelo de machos de R. prolixus
en relacion a cuatro volatiles sintéticos:

- (2S)-pentanol (Fig. 3.15)

- 2-metil-1-butanol (Fig. 3.16)

- 2-metil-3-buten-2-ol (Fig. 3.17-A)

- 2-butanol (Fig. 3.17-B)

Dichos compuestos fueron seleccionados en base a que generaron respuestas
electrofisiologicas en antenas de machos, y que ademas son los mas representados en los
registros obtenidos con cromatografia gaseosa de glandulas metasternales de las hembras. El
dispositivo (Fig. 2.1-2.2) y metodologia utilizados fueron los mismos que los descriptos en el
capitulo anterior. La forma de liberacion del estimulo fue diferente al ser evaluadas distintas
dosis de los compuestos sintéticos. Con el objetivo de encontrar la proporcion adecuada capaz
de promover la maxima respuesta de vuelo de machos, se evaluaron distintas dosis de los
compuestos especificos exponiendo a grupos de machos de R. prolixus a los compuestos
quimicos sintéticos: 2-metil-3-buten-2-ol, 2-metil-1-butanol, (2S)-pentanol, 2-butanol. Los
machos (N =20 por ensayo) se liberaban en la arena experimental suspendida en el interior de

la carpa de tela (Fig. 2.1 y 2.2), de la cual los insectos s6lo podian abandonar mediante el
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vuelo. La preparacion del estimulo consistia en mezclar distintos volumenes de cada
compuesto sintético en estado liquido con aceite mineral dentro de un vial de 2 ml que
inmediatamente se tapaba herméticamente para evitar la evaporacion del mismo.
Posteriormente, el vial se destapaba manualmente y se anteponia a una corriente de aire
(12+0,88 cm/s) (Fig. 2.1) que alcanzaba la plataforma de vuelo desde donde los insectos
podian iniciar el vuelo. Una videofilmadora registraba el comportamiento de vuelo en ensayos
de 8 h de duracion, que iniciaban al comienzo de la escotofase. Los ensayos se realizaban en
oscuridad funcional para los insectos, bajo condiciones controladas de temperatura (25°:1°C)

y HR (30 - 40 %).

Series experimentales

Se realizaron diluciones de cada uno de los compuestos en un volumen de aceite
mineral constante con el objetivo de poner a prueba grupos de 20 machos de R. prolixus
estimulados con un amplio rango de dosis de cada compuesto y explorar la respuesta de inicio
del vuelo. Cada grupo de machos era estimulado con una corriente de aire que arrastraba

olores provenientes de:

a) Corriente de aire limpia de olores;
b) 10 hembras;
¢) Iml de aceite mineral;

d) (2S)-pentanol: 10pg; 100pg; Img;

e) 2-metil-1-butanol: 100png; 1000pug;

f) 2-metil-3-buten-2-o0l: 0,1pg; 10ng; 1000png;

g) 2-butanol: 100 pg; 1000 pg.

Se realizaron cuatro réplicas para cada serie experimental.
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Para evitar la dependencia de datos, cada ejemplar fue utilizado una sola vez en los
ensayos experimentales.

En cada ensayo se cuantificd el numero total de insectos que iniciaron el vuelo desde
la plataforma de vuelo i.e., activacion. Esta variable era registrada para evaluar la activacion
del insecto en respuesta a los olores puestos a prueba. Los resultados de cada serie
experimental se calcularon como la proporcion total de insectos que iniciaron el vuelo como

indicativo de activacion.

Analisis estadistico

Las diferencias en las frecuencias de vuelo fueron analizadas empleando estadistica
linear. La normalidad y homocedacia de los datos fueron verificadas (P-Plot y test de Levene,
respectivamente). Subsecuentemente, se aplico un ANOVA de 1 factor (p<<0,05). En los casos
en que se obtuvieron efectos significativos con el ANOVA, se realizaron comparaciones post

hoc empleando el test de Tukey.
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RESULTADOS

Identificacion de compuestos volatiles individuales presentes en las glandulas metasternales
de las hembras de R. prolixus que promueven el vuelo de machos

El anélisis del efecto de cada uno de los compuestos sintéticos sobre el inicio de vuelo
de machos mostro6 al (2S)-pentanol como un fuerte evocador de la respuesta de vuelo. En la
Figura 3.15 puede observarse que una dosis de 10 pug fue capaz de estimular a los machos a
iniciar su vuelo en mayor proporcion (71%) que la corriente de aire limpio o el aceite mineral
(33,8%), mostrando una frecuencia de inicio de vuelo que no difiere significativamente de la
obtenida al estimular con hembras (84%) (Tukey, N.S.). La misma tendencia fue observada

con una dosis mayor (1 mg).
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Figura 3.15. Frecuencia media = E.S. de inicio del vuelo de machos de R. prolixus
estimulados con una corriente de aire cargada de olores de distintas dosis de (2S)-pentanol.
Corriente Limpia: corriente de aire sin olores; Olores Hembras: olores de 10 hembras; Ac.
Mineral: aceite mineral, solvente utilizado para la preparacion de las diluciones de los
compuestos sintéticos. Asteriscos: indican diferencias significativas: (*): p<0,05; (**):
p<0,01.
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Por otro lado, la exposicion de los machos a distintas concentraciones de 2-metil-1-
butanol mostr6é que solo la dosis de 1000 pg promueve su frecuencia de inicio vuelo (46,3%)
no halldndose diferencias significativas con los valores de frecuencia de machos expuestos a

olores de hembras (84%) (Tukey, N.S.) (Fig. 3.16).
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Figura 3.16. Frecuencia media £ E.S. de inicio del vuelo de machos de R. prolixus
estimulados con una corriente de aire cargada de olores de distintas dosis de 2-metil-1-
butanol. Corriente Limpia: corriente de aire sin olores; Olores Hembras: olores de 10
hembras; Ac. Mineral: aceite mineral, solvente utilizado para la preparacion de las diluciones
de los compuestos sintéticos. Asteriscos: indican diferencias significativas: (*): p<0,05; (**):
p<0,01.

Del mismo modo, se expusieron grupos de machos frente a olores de otros dos

compuestos sintéticos, también presentes en las glandulas metasternales de las hembras.

El inicio del vuelo de machos frente al 2-metil-3-buten-2-ol no parece promover la
activacion del vuelo, ya que no se encontraron diferencias significativas con los controles de

corriente de aire limpio o aceite mineral (ANOVA, N.S.) (Fig. 3.17 A). En la Figura 3.17 B
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puede observarse que el 2-butanol no modifica el vuelo de los machos, presentando éstos
proporciones de inicio de vuelo similares cuando se les presenta aceite mineral (sin olores) o

simplemente aire limpio.
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Figura 3.17. Frecuencia media £ E.S. de inicio del vuelo de machos de R. prolixus
estimulados con una corriente de aire cargada de olores de distintas dosis de 2-metil-1-
butanol (A) y 2-butanol (B). Corriente Limpia: corriente de aire sin olores; Olores
Hembras: olores de 10 hembras; Ac. Mineral: aceite mineral, solvente utilizado para la
preparacion de las diluciones de los compuestos sintéticos. Asteriscos: indican diferencias
significativas: (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001.

130



Claudia Zacharias Electrofisiologia

DISCUSION

A partir de los resultados presentados, en este capitulo fue posible verificar que las
antenas de los machos de 7. infestans y R. prolixus responden a una serie de compuestos
volatiles producidos por las glandulas metasternales de las hembras mediante la utilizacion de
la técnica de CG-EAD. Especificamente, se observaron respuestas consistentes a la 3-
pentanona en todas las preparaciones antenales de 7. infestans mientras que otros compuestos
presentes en la mezcla emitida por esta glandula, no lo hicieron. Ademas, las antenas de los
machos respondieron a los volatiles del compuesto sintético de 3-pentanona corroborando la
presencia de quimiorreceptores sensibles a este compuesto. Es prematuro afirmar, sin
embargo, que otros compuestos presentes en las secreciones de las glandulas metasternales no
sean capaces de estimular quimicamente a receptores antenales de los machos, ya sea en este
u otros contextos. En esta especie, uno de los compuestos mas abundantes de la secrecion de
las glandulas metasternales es la 3-pentanona (Manrique et al., 2006). Ademas, las antenas de
los machos respondieron electrofisiologicamente frente a volatiles de este compuesto lo que
sugiere que la 3-pentanona podria estar relacionada con algiin papel biologico en esta especie.

En R. prolixus los resultados fueron mas variados encontrdndose que las antenas de
machos responden electrofisiologicamente al menos al 2-metil-3-buten-2-ol, 2-metil-1-
butanol y 2-pentanona, presentes en los volatiles liberados por las glandulas de hembras. De
manera complementaria, los ensayos comportamentales de vuelo pusieron en evidencia que el
(2S)-pentanol por si solo promueve el inicio del vuelo en los machos proporcionando en su
conjunto nuevos aportes sobre la fisiologia sensorial de los triatominos. Las respuestas
electrofisiologicas junto con la activacion significativa del inicio del vuelo de los machos
estimulados con componentes de las glandulas metasternales, complementan reportes previos
sobre el comportamiento sexual de triatominos (Manrique et al., 2006; Crespo y Manrique,

2007; Pontes et al., 2008, Vitta et al. 2009). Estos resultados nos conducen a proponer a las
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glandulas metasternales de las hembras como mediadoras del reconocimiento, orientacion y
atraccion sexual en estos insectos.

La identificacion previa de los compuestos presentes en las glandulas metasternales de
las hembras de T. infestans y R. prolixus (Fig. 3.6 y 3.7; Manrique et al., 2006; Pontes ef al.,
2008) posibilitd acotar la busqueda de los compuestos biologicamente relevantes en relacion
con las respuestas fisiologicas y comportamentales de estos insectos. De esta manera, se
estudiaron por primera vez las respuestas eléctricas antenales de machos de triatominos frente
a la presencia de compuestos volatiles provenientes de hembras conespecificas en el contexto
sexual.

Consideramos que los resultados aqui presentados son un aporte a la comprension de
los procesos asociados a la comunicacion quimica de los triatominos en el contexto sexual. La
evidencia presentada en el presente capitulo pone de manifiesto que los productos de las
glandulas metasternales poseen la capacidad de promover respuestas sensoriales neuronales
de las antenas de los machos y comportamentales sobre el inicio del vuelo. Por esta razon,
profundizar los conocimientos sobre la fisiologia sensorial de los triatominos puede resultar
de particular interés e importancia en el desarrollo de herramientas de deteccion, atraccion y/o

captura de alta sensibilidad para estos insectos.
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CAPITULO 4

Papel de los lipidos cuticulares en el
comportamiento sexual de

Triatoma infestans

20 prm

Y entre los animales, que cambian de piel, de nombre, y
que entre rugidos y vahos van adentrandose en los
espacios de realidad-irrealidad, el enamorado se asoma

como una sombra presa de la porfia...
Cristian Basso Benelli, El amor insecto
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INTRODUCCION

La cuticula de los insectos

El tegumento es la capa mas externa de los insectos que comprende la epidermis y la
cuticula, cubriendo todo el cuerpo inclusive los extremos anterior y posterior del tubo
digestivo y las traqueas. La cuticula, caracteristica distintiva de todos los artrépodos, provee
soporte y proteccion por su rigidez y dureza que le son propias y es imprescindible en el
control de la pérdida de agua a lo largo de la superficie del cuerpo. Por otro lado, las
propiedades mecanicas de la cuticula establecen un limite superior en el aumento del volumen
corporal. Esta cota es parcialmente superada por los insectos en crecimiento al sufrir el
proceso de muda, mediante el cual reemplazan su cuticula vieja por una nueva y de mayor
tamafio. La cuticula es secretada por las células de la epidermis y los oenocitos que estan
relacionados con la produccion de lipidos cuticulares, que son parte de la composicion de la
misma.

La cuticula de los insectos posee dos capas principales con composicion y
caracteristicas fisicoquimicas diferentes: una mas externa y delgada denominada epicuticula,
y varias capas internas que llevan en conjunto el nombre de procuticula. La procuticula estd
formada originalmente por una sola capa que luego del proceso de esclertotizacion o curtido
se puede diferenciar en la endocuticula, en intimo contacto con la epidermis, y la exocuticula
ubicada por encima (Chapman, 1982) (Fig. 4.1).

La epicuticula es la capa mas externa de la cuticula, estd en contacto con el exterior, es
inextensible y establece un limite al volumen corporal de los insectos. Estd compuesta por una
mezcla de lipidos que puede contener hidrocarburos simples y ramificados, saturados e
insaturados, acidos grasos libres, alcoholes libres, ésteres alquilos, gliceroles, esteroles y
aldehidos (Lockey, 1988). La funcién principal de estos compuestos es minimizar la pérdida

de agua por evaporacion a través del tegumento (Gibbs, 1998). Ademads, protegen a los
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insectos del ataque de microorganismos, insectos parasitos y predadores (de Renobales et al.,

1991).
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Figura 4.1. Seccion de cuticula tipica y esclerotizada de insectos. Izquierda: se observa la
organizacion general de los componentes de la cuticula y su epidermis subyacente. Derecha:
detalle de las capas que componen a la epicuticula (esquema modificado de Wigglesworth,

1972).

Asimismo, la epicuticula estd subdividida en diferentes capas: capa de cemento (es la
mas externa y estd formada por proteinas y lipidos); una capa de cera -ubicada por debajo de
la capa de cemento, que le otorga impermeabilidad a la cuticula-; la epicuticula externa
(compuesta por lipidos y proteinas que brindan puntos de inserciéon a los musculos); y la
epicuticula interna (capa adyacente a la procuticula, constituida por cadenas lipoproteicas
estabilizadas por uniones covalentes e involucrada en la reparacion de dafos cuticulares)

(Chapman, 1982) (Fig. 4.1).
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La procuticula esta compuesta basicamente por proteinas y quitina. La quitina es un
polisacarido constituido por N-acetilglucosamina que se dispone en cadenas estabilizadas por
puentes de hidrogeno formando microfibrillas. La cuticula recientemente secretada es blanda
y flexible pero rapidamente la procuticula se endurece mediante el proceso de esclerotizacion.
Este proceso implica una estabilizacion de las cadenas de proteinas mediante uniones
quimicas covalentes entre quinonas, derivadas de la molécula N-acetildopamina. De este
modo, la region mas externa de la procuticula, subyacente a la epicuticula y usualmente
esclerotizada, toma el nombre de exocuticula, diferencidndose de la porcién mas interna que
constituye entonces, la endocuticula. La exocuticula se encuentra curtida o esclerotizada
mientras que la endocuticula esta estabilizada unicamente por uniones intermoleculares no

covalentes (puentes de hidroégeno, uniones de Van der Waals y electrostaticas).

Comunicacion quimica de contacto en insectos

Los lipidos cuticulares tienen un importante papel en la comunicacién quimica ya que
participan en el comportamiento de agregacion y la atraccion sexual como feromonas de
contacto. Los hidrocarburos cuticulares han sido involucrados como semioquimicos en el
reconocimiento sexual y la reproduccion (Howard y Blomquist, 1982; 2005; Singer, 1998). El
reconocimiento de especie y castas, el marcado de territorio, el reclutamiento, las feromonas
de alarma, kairomonas, también son parte de muchas de las funciones que cumplen los
hidrocarburos cuticulares (Howard y Blomquist 1982; 2005).

El procesamiento de las sefiales de contacto, como los hidrocarburos cuticulares, son
procesados por quimiorreceptores de contacto que poseen los insectos en todo su cuerpo,
aunque en mayor proporcion en los tarsos, piezas bucales (Chapman, 1982) y en sus antenas.
Los quimiorreceptores de contacto se caracterizan por la presencia de un unico poro en o

cerca del extremo de la sensilia por lo que son llamadas uniporosas. Estas sensilias pueden ser
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estimuladas por moléculas disueltas en el aire (a corta distancia), aunque son generalmente
estimulados por sustancias quimicas en solucion acuosa o por sustancias quimicas distribuidas
sobre superficies solidas (Chapman, 1982).

La mezcla compleja de hidrocarburos cuticulares de muchas especies de insectos
provee informacidén significativa para su utilizacion en la comunicaciéon quimica. La
quimiorrecepcion de contacto ha sido repetidamente observada en insectos en el
comportamiento de control de la alimentacion, control de la oviposicidon, comportamiento
gregario, busqueda de alimento, comportamiento de agregaciéon y comportamiento sexual,
entre otros. En la mariposa Danaus plexippus la busqueda de una superficie apta para
oviponer sobre las hojas de la planta hospedadora estd mediado por quimiorreceptores de
contacto que se encuentran en los tarsos y en la antena (Bauer et al., 1998). Otro ejemplo, es
el comportamiento gregario de las larvas de la langosta Locusta migratoria, que es estimulado
por el contacto de los insectos con ciertos hidrocarburos presentes en su cuticula (Heifetz y
Applebaum, 1996). Estudios realizados en adultos de la mosca Phormia regina revelaron que
estos insectos son capaces de responder a hidrocarburos cuticulares de baja volatilidad
detectados por las sensilias de contacto localizadas en sus patas (Stoffolano ef al., 1997). En
esta especie, los hidrocarburos cuticulares han sido relacionados con el comportamiento
sexual como responsables de la estimulacion de la copula en los machos ya que la remocion
de estos compuestos de la cuticula de las hembras reduce marcadamente el nimero de
intentos de copula y el tiempo que permanece el macho montado sobre la hembra (Stoffolano
et al., 1997). En Heteroptera, el comportamiento de agregacion de la chinche de fuego
Pyrrhocoris apterus estd mediado parcialmente por estimulos quimicos de contacto
(Schmuck, 1987). En el citado trabajo, se demostrd la necesidad del contacto de estas
chinches con una sustancia quimica especifica para que se produjera el arrestamiento y la

posterior agregacion. Coincidentemente, en el ultimo segmento antenal que muestra un gran
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numero de sensilias estiloconicas, ocurriria la recepcion de la sustancia arrestante que es
producida por dos glandulas ubicadas en la parte anterior del abdomen de las larvas (Zdarek,

1970 en Schmuck, 1987).

La cuticula de triatominos

Los trabajos sobre la composicion de los lipidos cuticulares en triatominos han estado
siempre enfocados sobre la caracterizacion de especies y filogenias a través de la
identificacion de los hidrocarburos cuticulares de varias especies (Juarez y Blomquist, 1993;
Juérez et al., 2001, 2002; Juarez y Fernandez, 2006). Juarez y Blomquist (1993) describieron
los hidrocarburos cuticulares de 7. infestans como una mezcla de compuestos no ramificados
o con ramificaciones de metilos y de cadenas de 18 a 34 carbonos de extension. Estos autores
realizaron comparaciones entre los perfiles de hidrocarburos de larvas y adultos en las
especies R. prolixus y T. infestans, hallando diferencias marcadas en la mayoria de los
componentes cuticulares de larvas y adultos encontrando altas cantidades de hidrocarburos en
la epicuticula larval. También, se encontraron diferencias en la composicioén cuticular entre
macho y hembra en T. infestans, pero no asi en R. prolixus (Judrez et al., 1985; Juarez et al.,
2001). Por otro lado, extractos cuticulares de 7. infestans extraidos con hexano,
particularmente fracciones de acidos grasos libres, actian como una sefial involucrada en el
comportamiento de agregacion de conespecificos (Lorenzo Figueiras y Lazzari, 1998;
Lorenzo Figueiras et al., 2009). La ausencia de dimorfismo sexual en la composicion de
hidrocarburos cuticulares de R. prolixus podria sugerir que el comportamiento de

apareamiento no estaria mediado por hidrocarburos cuticulares.

138



Claudia Zacharias Lipidos cuticulares

Comportamiento de apareamiento en triatominos

La exhibicion de una secuencia comportamental estereotipada en los momentos
previos al apareamiento ha sido observada y descrita en una vasta cantidad de especies de
insectos. Este comportamiento es, en general, caracteristico de cada especie y contribuye a la
seleccion sexual de cada una. En varias especies de triatominos se ha descrito el
comportamiento de apareamiento detallado en etogramas que describen las diferentes etapas
comportamentales previas, durante y posteriores al apareamiento (Lima et al, 1986¢ en
Panstrongylus megistus, Rojas et al., 1990 en Triatoma mazzottii; Rojas y Cruz Lopez, 1992b
en Triatoma phyllosoma). Particularmente, Manrique y Lazzari (1994) realizaron un analisis
detallado del apareamiento y de diversos factores que afectan el comportamiento sexual de 7.
infestans. Estos autores sugirieron que el apareamiento en 7. infestans comienza por iniciativa
del macho ya que es éste el que manifiesta las primeras sefiales de percibir sensorialmente a la
hembra. Se plante6 que el patron de apareamiento puede dividirse en siete etapas
comportamentales realizadas por el macho: 1) posicion vigilante: ante la presencia de una
hembra el macho permanece quieto y mueve sus antenas en direccion hacia la hembra. Si la
hembra se mueve, el macho sigue la direccion de su movimiento con las antenas; 2) salto o
montada: el macho se aproxima a la hembra y salta repentinamente sobre ella o se sube sobre
su dorso lentamente; 3) rotacion: una vez ubicado sobre el dorso de la hembra, el macho
realiza un giro de 360° (aunque es un comportamiento poco frecuente); 4) posicion
dorsolateral: el macho se aferra a la hembra en posicion dorsolateral (indistintamente derecha
o izquierda). En esta posicion la hembra permanece inmovil, sostenida dorsal y ventralmente
mediante los tres pares de patas del macho. Algunas veces, el macho extiende su rostro
colocandolo sobre la cabeza de la hembra con un dngulo aproximado de 90°. En esta posicion
dorsolateral, la porcion posterior del abdomen del macho se coloca por debajo de la porcion

posterior del abdomen de la hembra y expone luego su apéndice genital o aedeagus; 5)
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copula: el macho trae hacia si el extremo del abdomen de la hembra con el tercer par de patas.
Los parameros del macho asisten en la inmovilizacién de la genitalia de la hembra lo que
permite la introduccion del 6rgano copulador; 6) sujecion: luego de la separacion de la
genitalia, el macho vuelve a colocarse sobre el dorso de la hembra y permanece por algunos
minutos sobre ella sujetandola con sus patas.; 7) separacion: el macho desciende de la hembra
y se separa. La duracion media de la copula de 7. infestans es de 10 minutos,
aproximadamente (Schofield, 1979).

Diversos autores estudiaron el papel de la edad y el estado nutricional de los machos
adultos como condicionantes de la ocurrencia de la primera copula (Regis ef al., 1985; Malo
et al., 1993) y propusieron que este hecho puede tener relacién con el desarrollo de una
glandula accesoria del macho. Por otro lado, Manrique y Lazzari (1994) observaron que los
intentos de copula que realiza el macho no siempre son exitosos y advirtieron que la hembra
es capaz de desplegar, por lo menos, cuatro comportamientos de rechazo ante los intentos de
copula del macho, como ser: achatamiento del cuerpo sobre el sustrato, evasion, movimientos
abdominales y estridulacion. La frecuencia con que se manifiestan los rechazos de la hembra
frente a la intencion de copula del macho es méxima luego de la primera alimentacién como
adulto y disminuye luego de las 2 semanas postalimentacion (Manrique y Lazzari, 1994).
Quedod demostrado asi el papel activo de la receptividad de las hembras como condicionante

de la ocurrencia de la copula en T. infestans.

El objetivo particular de este capitulo de la Tesis fue estudiar el papel que cumplen los
lipidos presentes en la cuticula de 7. infestans en el comportamiento de copula. Se realizaron
ensayos, bajo condiciones controladas de laboratorio, para analizar el comportamiento sexual
de los machos frente a hembras con diferentes tratamientos a las que se les manipuld

artificialmente determinadas claves quimicas de la cuticula.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron machos y hembras virgenes de la especie 7. infestans en todos los
ensayos. Para obtener insectos virgenes se realizd un seguimiento desde larvas de 5° estadio
luego de lo cual se los separd por sexo y se mantuvo a machos y hembras en recipientes
cilindricos plasticos (10 cm altura, 8,5cm de didmetro) hasta su ecdisis imaginal. Los insectos
fueron criados desde huevos en nuestro insectario que es provisto regularmente por el
Servicio Nacional de Chagas (Santa Maria de Punilla, Cordoba, Argentina). Los insectos eran
mantenidos a una temperatura de 28+1°C, 30-60% humedad relativa, con un régimen de
iluminacion de 12:12 h luz:oscuridad y eran alimentados semanalmente sobre gallinas vivas.
En el momento de realizar los ensayos, los insectos tenian 1-2 meses de edad como adultos y

un ayuno de 7 dias.

Diserio experimental

La arena experimental consistié en una caja de vidrio circular (3 cm de altura y 13 cm
de didmetro) cubierta por una tapa de vidrio transparente, con el objetivo de evitar escapes de
los insectos experimentales (Fig. 4.2). En la base de la arena se colocaba un papel de filtro
que ofrecia al insecto un sustrato propicio para su movilizacion. Se utilizaba un sustrato
nuevo en cada ensayo con el objetivo de evitar la contaminacion entre ensayos por efecto de
olores provenientes de la deposicion de heces, secreciones de glandulas exocrinas, entre otros.
Ademas, entre ensayos sucesivos, la arena se limpiaba con etanol que se dejaba evaporar por
completo a temperatura ambiente antes de utilizarla nuevamente.

El bioensayo utilizado se basé en descripciones experimentales previas utilizadas en
otras especies (Tregenza y Wedell, 1997, en el grillo Gryllus bimaculatus; Ginzel et al., 2003,

en el cerambicido Xylotrechus colonus; Lorenzo Figueiras y Manrique, 2009, en R. prolixus).

141



Claudia Zacharias Lipidos cuticulares

Los ensayos consistian en colocar un macho virgen a 10 cm de una hembra virgen dentro de
la arena experimental (Figura 4.2). La hembra era sometida a distintos tratamientos que
afectaban la composicion lipidica cuticular superficial, mientras que el macho permanecio
siempre intacto. Previamente al comienzo de cada ensayo se llevaba adelante una etapa de
aclimatacion de 1 min durante la cual el macho y la hembra permanecian dentro de frascos
separados en completa oscuridad (Fig. 4.2-A). Los insectos se colocaban al azar a ambos
extremos de la arena experimental. Finalizada la aclimatacion se liberaba a ambos insectos y
luego de cubrir la arena con la tapa de vidrio se filmaba y grababa cada ensayo durante 30

min para su posterior analisis.

@ Vista lateral Vista superior

1) Aclimatacion

Video-grabadora

13 cm

Cémara de video

Arena circular
2) Durante el ensayo /

— Tapa de vidrio

> Hembra tratada

Recipiente
con insecto

Arena experimental

Figura 4.2. Arena experimental en vista lateral (A) y en vista superior (B). A) en la parte
inferior, la arena experimental durante la etapa de aclimatacion y, por encima, la camara de
video suspendida a 40 cm para filmar y grabar el comportamiento desplegado por los
insectos. B: 1) Aclimatacion: vista superior de la arena durante la aclimatacion; 2) Durante el
ensayo: vista superior de la arena durante el transcurso del ensayo. La arena permanece
cubierta por un vidrio durante todo el ensayo.
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Todos los insectos eran entrenados a ciclos de 12:12 h luz:oscuridad durante los cinco
dias previos a los ensayos con el fin de sincronizar el fotoperiodo. Los ensayos se realizaron
durante la 2° y 3° hora de la noche de los insectos que es la ventana temporal durante la cual
T. infestans despliega el pico de mayor actividad (Espinola, 1973; Nuifez, 1987; Lazzari,
1991; 1992; Lorenzo y Lazzari, 1993; Lorenzo Figueiras et al., 1994; Lorenzo y Lazzari,
1996). Los ensayos se realizaron en un cuarto mantenido a 28+1°C, 40-60% RH y en
oscuridad funcional para los insectos.

La manipulacion de los insectos se realizd sin perturbarlos mecanicamente a los
insectos para evitar la liberacion del contenido de las glandulas exocrinas evitando el uso de
pinzas o movimientos bruscos. El traslado de los insectos de un frasco a otro se realizo
permitiendo que éstos treparan a pequefios trozos de papel de filtro y colocandolos

delicadamente en un nuevo recipiente.

Series experimentales

Las series experimentales fueron definidas en funcion de los distintos tratamientos que
se realizaron sobre las hembras:

1) Hembra viva (control): se utiliz6 una hembra adulta, virgen.

2) Hembra muerta: se utiliz6 una hembra muerta por congelamiento. El insecto era
sometido a una temperatura de -18°C durante 15 min y luego permanecia a temperatura
ambiente (25+2 °C) por 15 min. De esta manera se evitaba la perturbacion del insecto y la
consecuente liberacion de compuestos de las glandulas exocrinas de Brindley y metasternales.

3) Hembra lavada: se utilizd una hembra a la que se le extrajeron los lipidos
cuticulares con hexano analitico (Merck, Alemania). El procedimiento comenzaba con la
exposicion de la hembra a -18°C durante 15 min luego de los cual permanecia a temperatura

ambiente (2542 °C) por otros 15 min. Posteriormente, se la colocaba en un vial de 5 ml de
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capacidad con 300 pl de hexano tibio cuya accion es disolver las grasas y ceras dado que se
trata de un solvente organico, no polar.

Se agitaba el frasco durante 15 min para que toda la cuticula del insecto estuviera en
contacto con el hexano. Luego se retiraba a la hembra del frasco y se dejaba evaporar el
hexano de la superficie cuticular a temperatura ambiente durante 15 min. De esta manera se
obtuvo un individuo donde sus lipidos cuticulares superficiales habian sido extraidos casi por
completo. El frasco con los lipidos cuticulares extraidos de la hembra con el hexano se utilizo
para los ensayos de la serie descripta a continuacion.

4) Hembra pintada: se utilizd6 una hembra lavada (como se describe en el punto
anterior) y posteriormente se le aplico uniformemente sobre la cuticula el extracto de lipidos
cuticulares equivalentes a una sola hembra obtenida en el punto 3), por microgoteo. Luego, se
dejo evaporar completamente el solvente durante 15 min a temperatura ambiente.

En cada ensayo se analizé el comportamiento sexual de los machos en presencia de
una hembra tratada. EI comportamiento de los insectos se registré por medio de una camara
sensible a la luz infrarroja (Videoman, JCC-300, Korea) conectada a una grabadora de video
con secuencia de video acelerada (Samsung, SLV-960JP, Korea). La arena era iluminada con
luz infrarroja lo que permitia registrar los ensayos en completa oscuridad.

Para cada tratamiento, se cuantifico la frecuencia de intentos de copula que se definid
como la proporcién de ensayos en los que los machos intentaron copular. Un intento de
copula fue definido como el comportamiento desplegado por el macho que al estar tomado de
la hembra expone el drgano copulador.

Se analizaron también las siguientes variables con el objetivo de explorar de qué
manera se modifica el comportamiento sexual del macho frente a una hembra en los

momentos previos a la copula:
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a) Tiempo hasta el primer contacto: tiempo transcurrido desde el comienzo del
ensayo hasta que el macho contactaba a la hembra con sus antenas o primer par de patas por
primera vez (media = D.E.).

b) Cantidad de contactos: cantidad de veces que el macho toco a la hembra con sus
antenas o patas delanteras a lo largo de los 30 minutos que duraba el ensayo.

¢) Tiempo hasta el primer intento de copula: tiempo transcurrido desde el comienzo
del ensayo hasta que el macho inicio el intento de copula (media = D.E.).

Para evitar la dependencia de datos, cada ejemplar fue utilizado una sola vez en los

ensayos experimentales (media = D.E.).

Analisis de datos

Las comparaciones estadisticas entre las respuestas de los machos (intentos de copula)
en presencia de una hembra viva, muerta, lavada o pintada se analizaron con la prueba de
independencia RxC mediante la aplicacion de la prueba de G con la correccion de William
(Sokal y Rohlf, 1995). Ademas, se realizaron comparaciones individuales post hoc y se ajusto
la tasa de error por experimento con el método Dunn-Sidak (Sokal y Rohlf, 1995).

Las variables a) tiempo hasta el primer contacto, b) cantidad de contactosy ¢) tiempo
hasta el primer intento de copula, se analizaron estadisticamente con una ANOVA de 1 factor
(p<0,05). En los casos en que se obtuvieron efectos significativos con el ANOVA, se

realizaron comparaciones post hoc con la prueba de Tukey (Zar, 1984).
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RESULTADOS

El andlisis estadistico reveld diferencias significativas entre los tratamientos (i.e.,
macho con una hembra viva, muerta, lavada o pintada) (prueba de G, p<0,001), que indica
que los distintos tratamientos sobre la cuticula de las hembras afectaron la frecuencia de
ensayos con intentos de copula. Las comparaciones post hoc revelaron que los machos con
hembras vivas presentaron la mayor frecuencia de intentos de copula (94%) (prueba de G,
p<0,001), los machos frente a hembras lavadas (24%) presentaron la menor frecuencia de
intentos (prueba de G, p=0,03) y no se encontraron diferencias significativas entre machos
con hembras muertas (60%) o pintadas (35%) (prueba de G, N.S.) (Fig. 4.3) (Tabla 4.1).
Estos resultados sugieren que el macho podria distinguir entre hembras a las que se les
removieron los lipidos cuticulares de aquellas que los poseen.

Cabe destacar que las hembras de la serie muertas habian sido sometidas soélo al frio
extremo (-18°C) por lo que su composicion cuticular no se veia afectada. Al remover los
lipidos cuticulares de las hembras lavadas, los machos intentaron copular en baja proporcion.
Al restituir los lipidos cuticulares sobre la cuticula previamente lavada, los machos mostraron
una recuperacion en la frecuencia de intentos de coépula sin encontrar diferencias

significativas entre hembras muertas o pintadas.

146



Claudia Zacharias Lipidos cuticulares

100 (18)

Ensayos con intentos de copula (%)

Viva Muerta Lavada Pintada

Tratamiento sobre 1a he mbra

Figura 4.3. Porcentaje de ensayos con intentos de copula de los machos expuestos a hembras
con distintos tratamientos sobre su cuticula. Entre paréntesis: numero de ensayos realizados.
Letras (a, b, ¢): indican diferencias estadisticas.

Tratamientos G gl p
V+M+L+P 26,37 3 <0,001
M+P 2,72 1 0,098
M+P+L 6,92 2 0,03
M+P+V 15,95 2 <0,001

Tabla 4.1. Analisis estadistico de la frecuencia de ensayos con intentos de copula de los
machos expuestos a hembras con distintos tratamientos. V: hembra viva; M: hembra muerta;
L: hembra lavada; P: hembra pintada
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Los andlisis detallados del comportamiento desplegado por el macho durante los

ensayos mostraron:

a) Tiempo hasta el primer contacto

En los ensayos con hembras vivas, el macho toco por primera vez a la hembra poco
después de haber comenzado el ensayo (0,24+0,16 min) (Fig. 4.4). Sin embargo, cuando la
hembra estaba muerta (3,03+1,83 min) o lavada (4,48+2,59 min) (Tukey, N.S.) el macho
demor6 mas tiempo en realizar el primer contacto con la hembra (7Tukey, p<0,05) (Fig. 4.4).
Por otro lado, el tiempo que demor6é un macho en contactar a una hembra pintada fue tan

reducido como con una hembra viva (0,71£0,64 min) (Tukey, N.S.).
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Figura 4.4. Tiempo medio transcurrido + error estandar (E.S.) desde el comienzo del ensayo
hasta que el macho contacto a la hembra con sus antenas o patas por primera vez. Duracion
del ensayo: 30 min. N=8 en todas las series experimentales. Asteriscos: indican diferencias
significativas, prueba de Tukey: (*): p<0,05; (**): p<0,01. (***): p<0,001.

148



Claudia Zacharias Lipidos cuticulares

b) Cantidad de contactos

La cantidad de veces que el macho tocd con sus antenas o patas delanteras a las
hembras no vari6 significativamente entre tratamientos (Figura 4.5; ANOVA, N.S.). Este
resultado sugiere que el comportamiento del macho de contactar a la hembra no estaria

condicionado por el tratamiento realizado sobre la cuticula de la hembra.
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Figura 4.5. Cantidad media + E.S. de veces que el macho contacta a la hembra con sus
antenas o patas delanteras a lo largo de los 30 min de duracién del ensayo. N=8 en todas las
series experimentales. ANOVA, N.S. en todos los casos.

¢) Tiempo hasta el primer intento de copula

El tiempo medio que transcurri6 desde el comienzo del ensayo hasta que un macho
intent6 copular con la hembra viva fue de 2,36+1,29 min y no se encontraron diferencias entre
¢éste resultado y las series de machos frente a hembras muertas (8,28+5,36 min) o pintadas
(4,95£3,27 min) (Tukey, N.S.). El tiempo hasta la copula asciende a 25 min,
aproximadamente, cuando la hembra estaba lavada (Tukey, p<0,01). Estos resultados sugieren

que los lipidos cuticulares afectarian la incidencia de copula.
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Figura 4.6. Tiempo medio transcurrido + E.S. desde el comienzo del ensayo hasta que el
macho intenta copular con la hembra por primera vez. Duracién del ensayo: 30 min. N=8 en

todas las series experimentales. (*): p<0,05; (**): p<0,01.
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DISCUSION

La evidencia comportamental presentada en este capitulo de Tesis muestra que los
lipidos cuticulares de las hembras promoverian el comportamiento de copula de los machos.
La remocion de los lipidos de la epicuticula de la hembra implicé la reduccidn significativa de
los intentos de copula apoyando la hipdtesis de la participacion de algunos compuestos
lipidicos de la cuticula en la estimulacién a la copula. Esta baja frecuencia de copula de los
machos expuestos a hembras lavadas era parcialmente reestablecida al pintarlas con el
extracto cuticular perteneciente a una hembra. Los resultados refuerzan la idea de la
participacion de los lipidos cuticulares como claves en el comportamiento de apareamiento.

Los ensayos eran realizados en completa oscuridad, por lo que pueden excluirse los
estimulos visuales como claves involucradas en el reconocimiento y la toma de decision de
los machos de intentar copular. Sin embargo, en los ensayos con hembras vivas otras claves
podrian estar mediando el encuentro entre individuos: a larga distancia podrian ser claves
quimicas (compuestos feromonales volatiles emitidos por la hembra) o, también, claves
mecanicas (e.g. a través de vibraciones del sustrato). La existencia de claves olfativas que
median la atraccion entre sexos ya ha sido demostrada en varias especies de triatominos
(Crespo y Manrique, 2007; Pontes et al., 2008; Vitta et al., 2009) incluyendo los resultados
presentados en el Capitulo II. Adicionalmente, en varias especies de insectos, las claves
mecanicas han sido reportadas como mediadoras de encuentros sexuales (Markl, 1983) y
aunque no exista evidencia de su utilizacion en triatominos en esta funcion, es una posibilidad
que no puede ser descartada.

En los experimentos con machos y hembras muertas las claves visuales, mecanicas y
quimicas a larga distancia estaban excluidas. Esto significa, por ejemplo, que las claves
quimicas de volatiles liberados por las glandulas metasternales, cuya participacion en la

comunicacion sexual ha sido comprobada, estarian anuladas. El hecho que un macho copule
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con una hembra muerta nos lleva a suponer que el comportamiento de la hembra viva no seria
condicionante para estimular el intento de copula de un macho. Sin embargo, el macho intenta
copular con una hembra muerta con una menor frecuencia que con una viva, aunque lo hace a
tiempos similares (Fig. 4.6). Asimismo, luego de iniciado el ensayo, el macho demor6é mas
tiempo en entrar en contacto con la hembra muerta que con una hembra viva (Fig. 4.4),
debido probablemente a que la segunda es capaz de caminar libremente por la arena
favoreciendo el encuentro con el macho.

Los machos practicamente no copulan con hembras lavadas, y cuando lo hacen
demoran mas tiempo en entrar en contacto con ella y en comenzar la cépula comparado con
una hembra viva, muerta o pintada. La frecuencia de intentos de copula se restituye
parcialmente cuando la cuticula de la hembra estd pintada con lipidos. La condicion
experimental de una hembra lavada (extracciéon de sus lipidos cuticulares) implica la
supresion de la clave quimica de contacto, ademas de las claves mecanicas y quimicas
volatiles. La existencia de una sefial quimica de contacto involucrada en el comportamiento
sexual de 7. infestans es apoyada por la reduccién drastica de los intentos de copula y el
aumento del tiempo que el macho demora en contactar e intentar copular por primera vez con
una hembra /avada.

La restauracion de los lipidos cuticulares sobre las hembras a las que previamente se
les habian extraido sus lipidos, resultod en la recuperacion parcial de la frecuencia de intentos
de copula de los machos. Es posible que durante la extraccion cuticular y la posterior
reaplicacion de lipidos se perdiera parte de la muestra, lo que explicaria que la restitucion de
la frecuencia de copula no alcance la frecuencia observada en machos con hembras vivas.
Asimismo, un macho demora un tiempo similar en contactar e intentar copular con una
hembra pintada que con una hembra viva, sugiriendo que los lipidos cuticulares de la hembra

participan en la modulacion del comportamiento sexual del macho.
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Generalmente, los machos no intentaban copular con una hembra sin antes contactarla
con las antenas o patas delanteras. No era sino luego que el macho entraba en contacto con la
hembra, que éste intentaba copular con ella. Si bien la cantidad de veces que un macho
contactaba a una hembra no estaba relacionado con el tratamiento realizado sobre la cuticula
de ésta, probablemente, los machos contacten en una primera instancia a una potencial pareja
de copula para después percibir si se trata o no de una hembra. Ciertamente, las vinchucas
podrian percibir compuestos de baja volatibilidad de la cuticula a través de las quimio-
sensilias de contacto ubicadas en sus patas y antenas al tomar contacto con la superficie de
otro insecto (Insausti et al., 1999). Algunos componentes de la capa lipidica de la cuticula
estan involucrados en el reconocimiento de muchas especies de insectos (Howard y
Blomquist, 1982) y podria pensarse que algunos componentes de la capa cuticular de 7.
infestans serian responsables del reconocimiento sexual. Pareceria que una concentracion
relativa de sustancias en la cuticula de la hembra permitiria a los machos reconocer
potenciales parejas ya que se encontraron diferencias en la composicion cuticular entre macho
y hembra en T. infestans (Juarez et al., 1985; Juarez et al., 2001).

En base a los resultados presentados en este Capitulo, se proveen evidencias sobre la
existencia de compuestos cuticulares en 7. infestans que darian prueba de la existencia de
comunicacion quimica de contacto entre machos y hembras durante los momentos previos al

apareamiento.
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CONCLUSIONES FINALES

En este trabajo de Tesis se estudid la comunicacion quimica de triatominos en el
contexto sexual. Se presentaron nuevas evidencias comportamentales que verifican y
demuestran que existen volatiles emitidos por las hembras que promueven el acercamiento de
los machos, y que las glandulas metasternales son la fuente de generacion de dichos volatiles.
A través de métodos de electrofisiologia se identificaron los compuestos individuales
generados por las glandulas metasternales de las hembras que son percibidos por las sensilias
de las antenas de los machos. Posteriormente, se estudid el efecto de compuestos individuales
sintéticos percibidos por las antenas de machos sobre la activacion y orientacion del vuelo,
logrando identificar compuestos funcionalmente importantes en R. prolixus. Finalmente, se
estudio el papel de los lipidos presentes en la cuticula de las vinchucas en el reconocimiento
de la pareja sexual, demostrando que dichos compuestos son relevantes en la identificacion
quimica.

Los resultados expuestos en este trabajo demostraron que el vuelo de los machos de R.
prolixus puede ser mediado por claves quimicas emitidas por hembras conespecificas. Este es
el primer estudio realizado en vinchucas que revela la existencia de un comportamiento de
orientacion del inicio del vuelo mediada por olores en el contexto sexual. La respuesta de
orientacion hacia corrientes de aire que cargan olores es un mecanismo ampliamente
extendido que media el encuentro sexual entre machos y hembras en insectos en general. Sin
embargo, hasta el momento no se habian reportado casos de orientacion anemotactica del
vuelo relacionada con sefales sexuales en triatominos. Este trabajo presenta evidencia que
muestra que los machos de R. prolixus expresan una respuesta orientada en contra de
corrientes de aire asociados o no a volatiles emitidos por adultos conespecificos. El
comportamiento de anemotaxis positiva ya ha sido reportado en la caminata de larvas de T.

infestans (Barrozo et al., 2003) y también asociado a claves olfatorias arrastradas por una
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corriente de aire en el contexto de busqueda de alimento (Lorenzo Figueiras y Lazzari, 1998;
Vitta et al., 2002; Barrozo y Lazzari 2004a; 2004b).

Cabe destacar, que en ausencia de una corriente de aire y de estimulo olfativos, los
machos de R. prolixus iniciaron el vuelo uniformemente en todas las direcciones, apoyando la
idea acerca de la corriente de aire como una sefial implicada en la orientacion durante el inicio
del vuelo. Particularmente, los machos en todas las series experimentales presentaron una
orientacion hacia la fuente de corriente de aire siendo esta respuesta anemotatica positiva mas
marcada cuando los machos son confrontados a corrientes de aire que acarrean volatiles
provenientes de hembras y no asi de machos. De esta manera, los machos serian capaces de
discriminar corrientes de aire que transportan olores del sexo opuesto, promoviendo el inicio
del vuelo. Sugerimos que los machos de R. prolixus pueden percibir y reconocer volatiles de
las hembras a larga distancia y transportarse activamente en direccion a estas. En conclusion,
el vuelo de los machos podria estar actuando como un mecanismo facilitador del encuentro
sexual mediado por una feromona producida por las hembras. Esto podria darse inclusive en
ausencia de una corriente de aire. Estos resultados resultan relevantes debido a que el vuelo ha
sido ampliamente reconocido como un mecanismo de dispersion y como parte del proceso de
colonizacién y recolonizacion de habitats naturales y artificiales en triatominos (Sjogren y
Ryckman, 1966; Lehane y Schofield, 1976; D’ Alessandro et al., 1984; Schofield y Matthews,
1985; Diotaiuti et al., 2000; Cecere et al., 2004; Vazquez-Prokopec et al., 2004; Ceballos et
al., 2005). De esta manera, por ejemplo, los machos podrian percibir a las hembras,
establecidas en un area particular, a cortas o largas distancias, y ser atraidos hacia éstas
facilitando el aumento de los nimeros poblacionales de estos insectos.

Las secreciones producidas por las glandulas metasternales presentan perfiles
cualitativos similares entre sexos en R. prolixus (Pontes et al., 2008). Sin embargo, los

resultados comportamentales de vuelo presentados en este trabajo mostraron que solo los
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olores emitidos por las glandulas metasternales de las hembras fueron capaces de
desencadenar respuestas en los machos. Las glandulas metasternales de algunos heteropteros
presentaban, originalmente, secreciones con funcion defensiva y evolucionaron
posteriormente para producir feromonas sexuales (Blum, 1996). Es posible que los volatiles
producidos por estas glandulas hayan evolucionado hacia una nueva funcion en triatominos ya
que los adultos perturbados emiten las secreciones de las glandulas metasternales y de
Brindley simultdneamente (Manrique ef al., 2006). Aun asi, debe considerarse que ambos
tipos de glandulas secretan multiples compuestos con posibles efectos activadores,
inhibidores o sinérgicos segin la calidad quimica, las concentraciones y el contexto de la
secrecion. Resta entonces descubrir donde se encuentran las diferencias funcionales de las
emisiones quimicas que promueven la atraccion de machos hacia las hembras.

La fuente de los volatiles que promueven el inicio de vuelo de los machos de R.
prolixus son las glandulas metasternales de las hembras, ya que la oclusion de sus orificios de
salida implic6 una disminucion de la respuesta de vuelo de los machos. Ademas, los volatiles
de las glandulas metasternales extraidas de las hembras fueron suficiente estimulo para
promover la activacion del vuelo de machos del mismo modo que lo hicieron los olores
provenientes de hembras intactas. Crespo y Manrique (2007) se han referido a la importancia
de esta glandula en la ocurrencia de copula, como asi también en la agregacion de machos
alrededor de una pareja en copula de 7. infestans. En 2008, Pontes et al., demostraron que la
ausencia de olores de glandulas metasternales deviene en una caida drastica de la frecuencia
de copula en R. prolixus. En este estudio, la oclusion de las glandulas de Brindley de las
hembras no afectd la respuesta de vuelo de los machos, resultado que sugiere que no
participarian en la comunicacion quimica en este contexto. Sin embargo, algunos compuestos
de las glandulas de Brindley han sido asociados, previamente, con la funcidon sexual segun

otros autores (Rojas et al., 2002 y Guerenstein y Guerin, 2004 en R. prolixus, Fontan et al.,
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2002 en T. infestans), por lo cual no se puede descartar que estas glandulas cumplan
funciones en otros aspectos del comportamiento sexual en diferentes momentos del cortejo.
En varias oportunidades se ha descrito que los triatominos poseen una organizacion
temporal de muchos de sus comportamientos (Ampleford y Steel, 1982; Constantinou, 1984;
Lazzari, 1992; Minoli y Lazzari, 2003; Barrozo et al.; 2004a; 2004b; Lazzari et al., 2004;
Bodin, et al., 2008; Guerenstein y Lazzari, 2009). La motivacion por iniciar el vuelo también
podria ser un proceso modulado en el tiempo e incluso estar controlado por un mecanismo
circadiano. Ademads, las hembras virgenes emiten espontaneamente los compuestos de sus
glandulas metasternales en mayor frecuencia que los machos y lo hacen durante las primeras
horas de la escotofase (Pontes et al., 2008), periodo en el cual la actividad sexual presenta un
pico (Crespo y Marique, 2005). El comportamiento de salida de los refugios de los machos y
el aumento de su actividad locomotora esta promovido por la presencia de hembras también
durante el inicio de la noche (Pontes, 2010). Si bien es necesario realizar experimentos que
pongan a prueba la hipdtesis del control circadiano del inicio del vuelo, es posible sugerir que
los mecanismos de buisqueda de pareja son realizadas por el macho en respuesta a olores

emitidos por las hembras durante las primeras horas de la noche.

La captura de compuestos volatiles por medio de SPME permitid realizar registros
exitosos de CG-EAD, confirmando que esta técnica de extraccion de olores es adecuada para
las preparaciones de muestras de olor en los estudios electrofisioldgicos. Las antenas de
machos fueron utilizadas como detectores de compuestos con actividad electrofisiologica,
posibilitando la identificacion de las sustancias producidas por las glandulas metasternales
capaces de estimular los receptores de los machos. Especificamente, la 3-pentanona en T.
infestans 'y el 2-metil-3-buten-2-0l, 2-metil-1-butanol y (2S)-pentanol en R. prolixus,
evocaron respuestas en la mayoria de las preparaciones antenales de machos. La 3-pentanona

ya habia sido detectada por Manrique et al. (2006) como el componente mayoritario de las
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secreciones de las glandulas metasternales emitidas por parejas en copula de 7. infestans y el
2-metil-3-buten-2-ol es el compuesto mas representado en las glandulas metasternales de R.
prolixus (Pontes et al., 2008), proponiéndolos como posibles mediadores de la comunicacion

quimica en estas especies.

En ensayos comportamentales presentados en esta Tesis, los machos de R. prolixus
mostraron una activacion del vuelo al ser estimulados con olores de extractos de glandulas
metasternales y posteriormente también lo hicieron al ser estimulados con compuestos
sintéticos como el 2-pentanol. Este compuesto es capaz de disparar el inicio del vuelo por si
solo del mismo modo que lo hacen las hembras intactas. La existencia de otros compuestos
secretados por las glandulas metasternales de las hembras capaces de estimular a los
receptores antenales o de promover la actividad de vuelo de los machos no puede ser

descartada y es un estudio que necesita ser profundizado.

En los ultimos afios y en los capitulos II y III de esta Tesis se han reunido evidencias
acerca de la existencia de claves quimicas que median la atraccion entre sexos a larga
distancia en varias especies de triatominos (Crespo y Manrique, 2007; Pontes et al., 2008;
Vitta et al. 2009). Si bien el comportamiento sexual en triatominos es caracteristicamente
simple y carente de un comportamiento de cortejo complejo, distintos tipos de claves
quimicas parecerian actuar en distintos momentos del encuentro entre sexos; de naturaleza
volatil a larga distancia y menos volatil en proximidad. Los lipidos cuticulares en los insectos
tienen un papel importante en la comunicacion quimica, estando involucrados en el
comportamiento de agregacion, la atraccion y reconocimiento sexual como feromonas de
contacto. En este trabajo se estudié el comportamiento de 7. infestans en los momentos
previos a la copula para determinar la existencia de una clave quimica presente en la cuticula
que actie como feromona de contacto. La evidencia comportamental reveld que los lipidos

cuticulares de las hembras promoverian los intentos de copula y reducirian el tiempo que
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demora un macho en contactarlas e intentar copular, ya que al remover los lipidos de la
cuticula de la hembra, los machos intentan aparearse con menor frecuencia y demoran mas en
hacerlo. Esto sugiere que las claves de quimiorrecepcion de contacto juegan un papel
importante en el apareamiento. Complementariamente, el comportamiento de copula no se vio
atenuado cuando otras modalidades sensoriales, como la visual y la mecénica, estaban
suprimidas ya que los ensayos se realizaron en completa oscuridad y las hembras muertas no
transmiten vibraciones a través del sustrato. Asimismo, la actividad de la hembra no seria
determinante para estimular el inicio del apareamiento del macho ya que éstos intentan
copular con hembras experimentales muertas (i.e., inmoviles y sin posibilidad de secretar
volatiles). De manera similar, R. prolixus presenta una reduccion de la frecuencia de copula al
remover los lipidos de la cuticula de las hembras (Lorenzo Figueiras y Manrique, 2009). Se
presentan, asi, evidencias acerca de la existencia de una sefial de comunicacion quimica entre
sexos que probablemente juegue un papel en el reconocimiento de la pareja a corta distancia
que estimula el apareamiento.

La evidencia experimental revelada en este trabajo presenta un avance importante en
el entendimiento de la dinamica de apareamiento de los triatominos. Teniendo en cuenta los
numerosos casos de control de poblaciones de insectos plaga presentes en la literatura que
involucran a la interrupcion del encuentro sexual o a la disminucion del éxito de los
encuentros sexuales, los resultados de esta Tesis podrian tener relevancia epidemioldgica.
Ademas, los insectos dependen de estimulos quimicos para asegurar las actividades
fundamentales de su ciclo de vida como la alimentacion y reproduccion. La posibilidad de
identificar estos estimulos quimicos permitié manipular su comportamiento y regular la
supervivencia de una poblacion con compuestos “~‘'modificadores del comportamiento™
(Shorey, 1973; Cardé¢ y Elkinton, 1984; McNeil, 1991; Bento, 2001). El presente trabajo de

Tesis demostrd que existen productos naturales provenientes de las glandulas exocrinas de R.
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prolixus 'y T. infestans que podrian ser utilizados en el desarrollo de nuevos métodos de
control. Potencialmente, los compuestos biologicamente activos de las glandulas
metasternales podrian ser utilizados en la preparacion de cebos utilizables en trampas de
captura de adultos de R. prolixus. Ademads, las feromonas sexuales podrian servir
potencialmente para el disefio de programas destinados a evitar la transmision de la
enfermedad de Chagas, sobre todo en aquellas especies que ya demostraron haber
desarrollado resistencia a insecticidas. Las trampas de deteccién y captura para triatominos
son necesarias en la deteccion temprana de la reinvasion de las viviendas luego de los
tratamientos insecticidas para evitar el contacto de los triatominos con las personas o animales
que actien como reservorio del pardsito trasmisor de la enfermedad de Chagas. Los
compuestos y las respuestas comportamentales descriptas previamente podrian ser explotadas
en el desarrollo de herramientas de control de estos insectos aunque dependen de trabajo
adicional donde se pongan a prueba a los compuestos sintéticos de manera dosis-dependiente

a nivel electrofisiologico y a través de ensayos comportamentales.
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