
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis Doctoral

Feromona de alarma de Triatoma
infestans (Hemiptera: Reduviidae).

Aspectos químicos y
comportamentales

Palottini, Florencia

2014-06-30

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Palottini, Florencia. (2014-06-30). Feromona de alarma de Triatoma infestans (Hemiptera:
Reduviidae). Aspectos químicos y comportamentales. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Cita tipo Chicago:

Palottini, Florencia. "Feromona de alarma de Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae).
Aspectos químicos y comportamentales". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. 2014-06-30.

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


 

  
 

 
UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 

 
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

 
Departamento de Biodiversidad y Biología Experimental 

 
 
 
 
 

“Feromona de alarma de Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae). 
Aspectos químicos y comportamentales” 

 
 
 
 
Tesis presentada para optar al título de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el área: 

CIENCIAS BIOLOGICAS 
 
 
 
 
 

Lic. Florencia Palottini 
 
 
 
 
 
 
Director de Tesis: Dr. Gabriel Manrique 
Director Asistente: Dr. Andrés González Ritzel 
Consejero de Estudios: Dr. Gabriel Manrique 
 
 
Laboratorio Fisiología de Insectos 
Departamento de Biodiversidad y Biología experimental 
Ciudad Universitaria Pab. II.  
 
 
Buenos Aires, 2014 

 
Fecha de Defensa: 30 de Junio de 2014 



2 
 

 
“Feromona de alarma de Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae). 

Aspectos químicos y comportamentales” 
 
 
 
Resumen 
 
El objetivo general de esta Tesis fue analizar la feromona de alarma de la vinchuca 
Triatoma infestans y la respuesta de escape asociada. El estudio se realizó a través de 
experimentos comportamentales de olfatometría complementados con técnicas de 
química analítica (e.g. SPME y GC-MS). Adicionalmente, se estudiaron procesos 
cognitivos asociados a la respuesta de escape. Hasta el presente, no se ha descripto en 
estadios larvales de Triatominae la presencia de glándulas exocrinas que típicamente 
se encuentran en estadios inmaduros de Heteroptera con funciones de alarma o 
defensa. Sin embargo, en nuestros experimentos encontramos una clara respuesta de 
escape de larvas de 4° estadio enfrentadas a olores provenientes de larvas del 5° 
estadio mecánicamente perturbadas; y una tendencia similar frente a olores de larvas 
del 3er y 4º estadio perturbadas. Al analizar químicamente estos olores, se identificó un 
compuesto volátil sugerido como, o parte de, una feromona de alarma emitida por 
estadios inmaduros de T. infestans (Capítulo1). En adultos, el componente principal de 
la feromona de alarma, el ácido isobutírico, es liberado por las glándulas de Brindley. 
Se analizó la dinámica de llenado de estas glándulas, a partir de la cuantificación de la 
masa de dicho compuesto en insectos con distintos estados de desarrollo y condiciones 
de ayuno y perturbación. El contenido de ácido isobutírico en glándulas llenas de 
adultos sin perturbar (1 equivalente a adulto= 1EA) fue de 11,36 µg. Este contenido 
fue alcanzado gradualmente desde la ecdisis del imago hasta el endurecimiento de su 
cutícula. Luego, fue disminuyendo gradualmente al aumentar el número de 
perturbaciones, siendo posible la recuperación de dicho contenido luego de una 
alimentación. Esta dependencia de la alimentación también se evidenció con la 
ausencia de la respuesta de escape de larvas frente a volátiles emitidos por adultos 
perturbados ayunados (Capítulo 2). Con el fin de determinar qué compuestos volátiles 
de la feromona de alarma resultan activos, se analizó la respuesta de escape de larvas 
frente a distintas dosis de volátiles individuales. Se encontró que las larvas fueron 
repelidas por ácido isobutírico, ácido butírico, ácido acético y 2-metil-1-butanol. 
Frente a distintas mezclas de estos compuestos activos, se observaron respuestas de 
repelencia o de atracción (Capítulo 3). Finalmente, se analizó la plasticidad 
comportamental controlada por la experiencia previa en T. infestans, bajo un contexto 
de escape mediado por la feromona de alarma. Se pusieron a prueba distintas formas 
de aprendizaje, incluyendo protocolos asociativos y no asociativos, condicionamientos 
clásicos y operantes, y en todos los casos se obtuvo en mayor o menor grado algún 
tipo de modulación cognitiva en la respuesta de escape de las larvas frente al ácido 
isobutírico (Capítulo 4). 
 
 
Palabras clave: Triatoma infestans, glándulas exocrinas, glándulas de Brindley, 
feromona de alarma, ácido isobutírico, respuesta de escape, plasticidad. 
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“Alarm pheromone of Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae). 
Chemical and behavioral aspects" 

 
 

 
Abstract 

The general aim of this Thesis was to analyze the alarm pheromone of the kissing bug 
Triatoma infestans and the associated escape response. The study was carried out 
through behavioural experiments of olfactometry complemented by analytical 
chemistry techniques (e.g. SPME and GC-MS). In addition, we studied cognitive 
processes associated to the escape response. Until now, the presence of exocrine 
glands typically found on immature stages of Heteroptera with alarm or defence 
functions, has not been described in the larval stages of Triatominae. However, in our 
experiments we found a clear escape response of 4th instar larvae against odours 
coming from mechanically disturbed 5th instar larvae, and a similar trend against 
odours from disturbed 3rd and 4th instar larvae. A volatile suggested as, or part of, the 
alarm pheromone released by T. infestans larvae was identified by chemical analyses 
(Chapter 1). In adults, the main component of the alarm pheromone, the isobutyric 
acid, is released by the Brindley’s glands. We analyzed the filling dynamics of these 
glands by quantifying this compound in insects with different states of development 
and conditions of starvation and disturbance. The isobutyric acid content in full glands 
of undisturbed adults (1 adult equivalent= 1AE) was 11.36 µg per adult. This content 
was achieved gradually from the imaginal ecdysis up to the hardening of the cuticle. 
Then, it decreased gradually with the number of disturbance events, and fully 
recovered after feeding. This feeding dependence was also evidenced with the absence 
of escape response by the larvae when they were submitted to volatiles emitted by 
starved disturbed adults (Chapter 2). In order to determine which volatile compounds 
of the alarm pheromone are active, we analyzed the escape response of larvae exposed 
to individual compounds at different doses. We found that larvae were repelled by 
isobutyric acid, butyric acid, acetic acid and 2-methyl-1-butanol. When tested against 
different mixtures of these active compounds, we observed both attraction and 
rejection responses (Chapter 3). Finally, we analyzed the behavioural plasticity of the 
escape response of larvae as determined by previous exposure to the alarm pheromone. 
Different forms of learning were tested, including associative and non-associative 
protocols, classic and operant conditioning, and in all cases there was at least some 
degree of cognitive modulation in the escape response of larvae exposed to isobutyric 
acid (Chapter 4). 

 
 
 
Keywords: Triatoma infestans, exocrine glands, Brindley’s glands, alarm pheromone 
isobutyric acid, escape response, plasticity. 
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La presente Tesis analiza aspectos comportamentales y químicos de la feromona de 

alarma de la vinchuca Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) y la 

respuesta de escape que ésta promueve. Se define a las feromonas como señales 

químicas producidas por un organismo que las emite al medio ambiente y que, aún en 

pequeñas cantidades, promueven una respuesta fisiológica o comportamental en otro 

individuo de la misma especie (Karlson y Lusher, 1959; Symonds y Elgar, 2008). Esta 

definición comprende la existencia de transferencia de información, en este caso 

transmitida a través del canal químico, entre un individuo emisor y otro receptor. Al 

tratarse de una feromona, la interacción entre el emisor y receptor es el resultado de la 

comunicación entre miembros de la misma especie, i.e., de la comunicación 

intraespecífica. 

 La metodología general que se empleará en esta Tesis es la clásica utilizada en 

Fisiología de Comportamiento, la cual consiste en analizar las relaciones funcionales 

entre los elementos componentes del sistema que media entre una entrada sensorial y 

una salida de comportamiento. En particular, se analizarán aspectos comportamentales 

relacionados con la feromona de alarma de T. infestans bajo condiciones controladas 

de laboratorio. Esta metodología se complementará con técnicas de química analítica 

utilizando herramientas de Ecología Química. Además, se llevarán a cabo 

procedimientos para el estudio de procesos cognitivos asociados a la respuesta de 

escape promovida por la feromona de alarma.  

 En este capítulo introductorio se realiza una síntesis sobre la comunicación 

química, semioquímicos y glándulas exocrinas en insectos; para luego profundizar en 

aspectos relacionados con las glándulas exocrinas de Heteroptera, particularmente las 

que se encuentran en triatominos y sus volátiles asociados, como así también en los 

contextos en los cuales estas glándulas están involucradas. Además, se describe 

brevemente la biología y la importancia sanitaria de T. infestans como vector de la 

enfermedad de Chagas. Por otra parte, se abordan aspectos relacionados con las 

habilidades cognitivas de las vinchucas. Por último, se plantean los objetivos y las 

hipótesis planteadas en este trabajo de Tesis. 
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-Comunicación. Diferentes canales 
 
El estudio de aspectos relacionados con la feromona de alarma de T. infestans hace 

necesario discutir el concepto de comunicación. La comunicación ocurre cuando la 

acción o clave dada por un organismo, el emisor, es percibida, alterando la 

probabilidad de ocurrencia de un patrón de comportamiento en otro organismo, el 

receptor, de una manera adaptativa para uno o ambos organismos (Wilson, 1975). Si 

bien los animales producen diversas señales, no se considera que todas forman parte de 

la “comunicación”, ya que algunos autores apuntan a que el intercambio entre estos 

dos organismos debe darse a través de algún tipo de código cuya estructura haya sido 

forjada por el proceso de selección natural para considerar a una señal como formando 

parte de la comunicación (Klowden, 2002). De este modo, el término señal es utilizado 

para los casos en que un estímulo ha sido modelado o mantenido por selección natural 

debido a que lleva información a otros organismos (Otte, 1974). En cambio, a las 

características que llevan información pero que no se encuentran modeladas o 

mantenidas por selección o a las características del ambiente físico que pueden ser 

percibidas, este autor indica la conveniencia de referirlas con expresiones más 

neutrales como, información, claves, signos o estímulos disparadores. 

 Los animales están bien adaptados a obtener información sobre el ambiente, 

incluidos los conespecíficos, considerando el número y a su vez la fina puesta a punto 

de las estructuras sensoriales que poseen. La información externa que juega un rol 

crucial en la supervivencia de los animales incluye la disponibilidad de alimento y 

pareja, factores abióticos (como por ejemplo, la temperatura, disponibilidad de 

refugio), como así también la presencia de competidores y enemigos naturales. La 

información externa es típicamente adquirida por tres vías o canales de comunicación: 

visual, mecánica y química (Dicke y Grostal, 2001). 

  

-Comunicación química y semioquímicos 
 
La información química puede ser adquirida por los animales a través de la olfación o 

el gusto o incluso a través de una combinación de ambos. Típicamente, la olfación 

consiste en la detección de señales que están disueltas en medios como el aire y el 

agua, lejos de su fuente original (Mustaparta, 1984), mientras que el gusto comprende 

la adquisición de señales por contacto directo con la fuente (Städler, 1984) o con un 
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producto no disuelto. Aunque algunas formas de información química pueden ser de 

corta vida (i.e., volátiles), otras formas pueden ser detectadas por un período de tiempo 

relativamente largo, luego de ser depositados o liberados (i.e., productos denominados 

no volátiles). 

 Law y Regnier (1971) propusieron el término semioquímicos (del griego 

semeion: señal) para referirse a señales químicas que transmiten información entre 

individuos. Considerando que el término "señal" pre-supone que el producto químico 

es emitido en forma deliberada y, por tanto, que la comunicación se lleva a cabo; 

Nordlund y Lewis (1976) re-definieron el término como químicos involucrados en 

interacciones químicas entre organismos. Posteriormente, Dicke y Sabelis (1988) 

propusieron el término infoquímicos refiriéndose a aquellos compuestos químicos que, 

en un contexto natural, transmiten información en una interacción entre dos individuos 

(emisor y receptor), evocando una respuesta fisiológica o comportamental que es 

adaptativa para uno o ambos individuos. En la actualidad, ambos términos 

(semioquímicos e infoquímicos) son indistintamente utilizados (e.g., Dewhirst y 

Pickett, 2010 y Bohman et al, 2012). 

 Dependiendo de si se trata de compuestos químicos que median interacciones 

entre individuos de la misma o de diferentes especies a los semioquímicos se los 

denomina feromonas o aleloquímicos, respectivamente.  

 Los aleloquímicos pueden distinguirse en alomonas, kairomonas o sinomonas, 

dependiendo de cuál organismo se favorece en la interacción; siendo la especie 

beneficiada la que emite el compuesto químico, la que lo recibe o ambas especies, 

respectivamente (Heuskin et al., 2011).  

 Como se destacó previamente, las feromonas, son señales químicas producidas 

por un organismo que pueden promover una respuesta fisiológica o comportamental en 

otro individuo de la misma especie. Existen distintos tipos de feromonas que suelen ser 

clasificadas según la respuesta biológica que evocan, i.e., sexuales, de agregación, de 

marcado, de alarma, entre otras.  

 

 

 

 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Sarah+Y.+Dewhirst%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22John+A.+Pickett%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22John+A.+Pickett%22
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-Parsimonia semioquímica y feromonas de alarma 

 
La versatilidad de los insectos como comunicantes químicos es particularmente 

evidente ya que diferentes especies son capaces de regular una diversidad de 

comportamientos con relativamente pocas feromonas. Este fenómeno, llamado 

parsimonia semioquímica, refleja la utilización de tan pocos productos exocrinos 

como sea posible favoreciendo múltiples funciones (Blum, 1985). Las feromonas de 

alarma, las cuales generalmente son producidas en mayor cantidad que otras clases de 

feromonas, parecen particularmente adecuadas para ser utilizadas en múltiples 

contextos. Más aún, debido a que estos compuestos son secretados en respuesta a una 

estimulación traumática, a menudo funcionando como disuasivos, poseen muchas de 

las mismas propiedades como alomonas defensivas de las que se cree que derivan 

(Blum, 1996). 

 Por otro lado, también se conocen algunos casos en donde los atractantes 

sexuales claramente funcionan también como alomonas de defensa. Es así que ciertos 

componentes del arsenal defensivo en artrópodos han evolucionado funcionando como 

feromonas sexuales conservando sus funciones originales de alomonas (e.g., como 

repelentes) (Blum, 1996). 

 

-Glándulas exocrinas 
 
En la mayoría de los insectos, las feromonas son producidas por células glandulares 

epidérmicas concentradas en áreas discretas por abajo de la cutícula formando 

glándulas exocrinas. Sin embargo, en algunas especies las células glandulares están 

dispersas a lo largo de la epidermis (Chapman, 1998). Es así que las glándulas 

exocrinas de los insectos pueden ser encontradas en diferentes regiones del cuerpo, 

variando su posición de acuerdo al sexo, al estado de desarrollo e incluso dependiendo 

de la función de los volátiles liberados. En áfidos, por ejemplo, la feromona de alarma 

es producida por glándulas asociadas a los cornículos (Nault et al., 1973), mientras que 

la feromona sexual es liberada por glándulas presentes en la tibia posterior de las 

hembras con reproducción sexual (Zhu et al., 2006). Existe en la bibliografía una 

inmensa cantidad de trabajos que ejemplifican la variedad de glándulas y 

semioquímicos asociados en los insectos. En la figura 1 se observan los distintos tipos 
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de glándulas presentes en una hormiga obrera, ejemplificando la variedad existente. En 

este insecto se encuentran presentes, entre otras, la glándula de Dufour, la glándula 

pigidial, la glándula mandibular y la glándula de veneno, responsables de la liberación 

de feromonas de alarma y/o alomonas de defensa, dependiendo de la especie de 

hormiga (Witte et al., 2007). 

 

 
 

Figura 1: Representación esquemática de una hormiga obrera donde se señalan las distintas glándulas exocrinas, 
secretoras de distintos semioquímicos (Modificado de Chapman, 1998). 
 
 
 
 
-Glándulas exocrinas en Heteroptera 
 
Los heterópteros son insectos hemimetábolos. Dependiendo de la escuela, hay quienes 

denominan a los estadios inmaduros de estos insectos como ninfas o como larvas 

(Blum, 1985). A lo largo de esta Tesis a los estadios inmaduros se los denominará 

larvas dado que lo consideramos un término que no proporciona ambigüedades. 

 Centrándonos en el antiguo suborden Heteroptera (actualmente dividido en siete 

infraórdenes), se sabe que existe un sistema de glándulas formado por las glándulas 

abdominales y las metatorácicas, que constituye una de las características que definen 

al grupo (Carayon, 1962), debido a que las glándulas metatorácicas de los adultos y el 

desarrollo de las glándulas dorso-abdominales (uno, dos y/o tres pares) de los estadios 

inmaduros son consideradas como una autapomorfía de este taxón monofilético 

(Sorensen et al., 1995).  

 La mayoría de los adultos y de las larvas de heterópteros terrestres emiten 

sustancias volátiles desde sus glándulas exocrinas cuando estos insectos son 

perturbados o atacados por predadores (Staddon, 1979; Staples et al., 2002). Por 
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ejemplo, las típicas chinches verdes, de la familia Pentatomidae, son conocidas por 

producir mezclas de compuestos volátiles olorosos que funcionan principalmente en la 

disuasión de predadores o como feromonas de alarma (Pavis et al., 1994; Ho y Millar, 

2001). Las chinches producen estos olores en dos tipos diferentes de glándulas, 

dependiendo del estadio de desarrollo (Aldrich, 1988): los adultos producen estos 

compuestos en las glándulas metatorácicas mientras que las larvas los producen en las 

glándulas dorsales abdominales. Sin embargo, en muchas especies de Pentatomidae, 

como así también en otras familias de Heteroptera, los adultos pueden retener las 

glándulas dorsales abdominales como funcionales (Aldrich, 1988, Aldrich et al., 1995; 

Davidová-Vilímová y Podoubsky, 1999; Staddon, 1999). Incluso, existen varios 

estudios que detallan las diferencias cualitativas en la mezcla de volátiles producidos 

por larvas y adultos (Lusby y Kochansky, 1986; Aldrich y Yonke, 1975; Borges y 

Aldrich, 1992; Farine et al., 1992; Blatt et al., 1998), y entre machos y hembras 

(Aldrich et al., 1993; Ho et al.; 2003). 

 
-Glándulas exocrinas en la Familia Reduviidae  
 
El sistema de glándulas de la familia Reduviidae es particularmente diferente al 

presente en el resto de las familias de Heteroptera. Este sistema está formado por las 

glándulas dermales abdominales típicas de las larvas, aunque también se han 

observado en adultos de algunas especies (Carayon et al., 1958; Barth, 1960; James et 

al., 1994; Weirauch, 2006b), las glándulas metatorácicas (también denominadas 

metasternales) y las glándulas de Brindley (Brindley, 1930), ambas típicas de los 

adultos. Estas últimas están ausentes en algunas subfamilias (Carayon et al, 1958). 

 

-Glándulas metasternales y de Brindley  
 
Las glándulas metasternales son glándulas pares localizadas ventralmente en el margen 

anterior de cada cavidad metacoxal (Brindley, 1930) (figuras 2 y 3). Cada glándula 

consiste en un tubo secretor no ramificado y un pequeño reservorio en forma de pera 

cuyo orificio de salida se encuentra lateralmente en la fosa esternal apofisaria 

(Weirauch, 2006a; Vitta et al., 2009). Las glándulas de Brindley (figuras 2 y 3) 

consisten en un par de glándulas en forma de saco ubicadas dorsalmente, que se 

extienden por la porción lateral hasta el segundo segmento abdominal. Su orificio de 
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salida se encuentra en el epímero metatorácico (Brindley, 1930; Kälin y Barrett, 1975; 

Staddon, 1979). 
 
 
 
 

 
 

Figura 2: Representación esquemática en vista lateral del tórax de un adulto de Triatominae donde se observa la 
disposición de los orificios de salida de las glándulas de Brindley y metasternales (modificado de Weirauch, 
2006a). 
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Figura 3: Representación esquemática del metatórax de triatominos en corte transversal observado desde una 
vista posterior. La metacoxa (Cox 3), los músculos M70, M71, M80 y la glándula de Brindley han sido 
removidos en el lado derecho. BG: glándulas de Brindley; Cox. 3: metacoxa; Dmb: músculo anterior dorsal de la 
glándula de Brindley; M. End: endosternito metasternal; M. Sc: metascutelo; M. Psc : postmetascutelo; M64: 
músculo noto-coxalis; M70: músculo noto-trochanteralis; M71: músculo pleura-trochanteralis; M80: músculo 
vetralis-abdominalis; MGT: músculo glandulae thoracicae; Ob: orificio de salida de la glándula de Brindley 
izquierda; Om: orificio de salida de la glándula metasternal derecha; Pmb: músculo posterior de la glándula de 
Brindley; PH: fragma metatoracico; R: reservorio de la glándula metasternal; Sp. 3: 3er espiráculo; ST: túbulo 
secretor de la glándula metasternal; Tr: tráquea (modificado de Schofield y Upton, 1978). 
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-Aspectos biológicos de los insectos de la subfamilia Triatominae 
 
Los insectos triatominos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) son un grupo de 

aproximadamente 140 especies, muchas de las cuales son vectores o potenciales 

vectores de la enfermedad de Chagas, causada por el parásito flagelado Trypanosoma 

cruzi. Se estima que entre 7 y 8 millones de personas están infectadas y entre 75 y 90 

millones se encuentran en riesgo de contraerla en Latinoamérica (Coura y Dias, 2009; 

WHO, 2014). La mayoría de las especies se alimentan de mamíferos arbóreos y 

terrestres, otras están asociadas a murciélagos y a aves y en algunos casos a reptiles y 

anfibios (Schofield, 1988; Dujardin et al., 2000).  

 Los triatominos son insectos hemimetábolos. Cada uno de los cinco estadios 

larvales y los adultos de Triatominae, son hematófagos obligados, lo que significa que 

necesitan una fuente de sangre para poder alimentarse y subsistir. Las larvas requieren 

ingestas masivas de alimento para disparar la muda, mientras que los adultos requieren 

cantidades significativas de sangre para actividades que consumen energía, tales como 

la reproducción y la dispersión (Lazzari et al., 2013). 

 El hábitat natural de triatominos incluye palmeras, troncos de árboles huecos, 

madrigueras, pilas de rocas y otros refugios, donde viven en asociación con sus 

hospedadores. Se sugiere que el contacto con el hombre surgió en áreas de vegetación 

o cuando los insectos llegaron mediante el vuelo a zonas más urbanizadas, 

colonizando viviendas humanas. Las casas rurales de adobe, típicas del norte de 

Argentina donde la enfermedad de Chagas tiene gran prevalencia, presentan muchas 

grietas en las cuales los insectos pueden encontrar refugios. Durante las horas del día, 

estos insectos se mantienen inmóviles (i.e., en akinesis) en el interior de sus refugios 

debido a un reloj circadiano que reduce la actividad general de los insectos (Lazzari, 

1992). Es allí, en los refugios, donde permanecen agregados por la acción de 

feromonas de agregación presentes en sus heces (Lorenzo Figueiras et al., 1994; 

Lorenzo y Lazzari, 1996; Lorenzo Figueiras y Lazzari, 2000) manteniéndose 

protegidos de potenciales predadores. Durante la noche, las vinchucas dejan sus 

refugios para, mediante claves químicas (Taneja y Guerin, 1997; Guerenstein y 

Guerin, 2001; Barrozo y Lazzari, 2004a y b; Guerenstein y Lazzari, 2009; Ortiz y 

Molina, 2010) o claves físicas como el calor (Lazzari, 2009), encontrar un hospedador, 

i.e., una fuente de alimento. Es interesante tener en cuenta, que los hospedadores de 
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estos insectos son potenciales predadores, lo que significa que la búsqueda de alimento 

implica de alguna manera la exposición al peligro.  

Triatoma infestans 
Glándulas exocrinas y volátiles asociados 
 
Triatoma infestans (Klug, 1834) (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae), modelo 

experimental de la presente Tesis, es el principal vector de Trypanosoma cruzi Chagas 

1909, agente causante de la enfermedad de Chagas en el cono sur de Latino América. 

Los adultos y las larvas de esta especie ocupan predominantemente hábitats 

domésticos en contacto directo con el hombre (Lent y Wygodzinsky, 1979; Zeledón, 

1983), aunque se encuentran también asociados a áreas peri-domésticas como 

gallineros y corrales (Schofield, 1994; Gürtler et al., 1996). También, T. infestans fue 

encontrada en hábitats silvestres en la región de Cochabamba, en pequeñas colonias 

asociadas al cuis o conejillo de India (Cavia sp.) en el Chaco boliviano (Noireau, 

1997). 

 El comportamiento de T. infestans, junto con otras especies de triatominos, ha 

sido estudiado ampliamente durante las últimas décadas. Actualmente existe consenso 

en que los semioquímicos juegan un rol importante en diversos aspectos de la biología 

de esta especie, tales como la búsqueda de hospedador, el comportamiento de 

agregación en refugios, el comportamiento sexual, el comportamiento de alarma y 

defensa (Ward, 1981; Lorenzo Figueiras et al., 1994; Manrique y Lazzari, 1995; Cruz-

López et al., 2001; Fontán et al., 2002; Barrozo, 2003; Manrique et al., 2006; Crespo y 

Manrique, 2007; Guerenstein y Lazzari, 2009; Cocchiararo-Bastías et al., 2011; 

Manrique y Lorenzo, 2012). 

En cuanto a los posibles contextos en donde puede ocurrir la emisión de 

compuestos desde las glándulas exocrinas presentes sólo en adultos, las glándulas 

metasternales y de Brindley, se ha sugerido el posible papel de los volátiles emitidos 

por éstas, adjudicándoseles funciones en el comportamiento sexual y/o ante 

perturbación mecánica, i.e., como feromonas de alarma o alomonas de defensa.  

Desde un comienzo, a las glándulas de Brindley se les ha asignado funciones de 

alarma (Schofield, 1979; Ward, 1981) y de defensa, esto último, debido a la naturaleza 

corrosiva de su principal componente, el ácido isobutírico. Ward (1981), a partir de la 

respuesta comportamental de los adultos de T. infestans frente a ácido isobutírico 
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sintético, sugirió que los compuestos emitidos por estas glándulas actuarían como una 

feromona de alarma a ciertas dosis. 

Posteriormente, a través de la identificación química de los volátiles emitidos 

por las glándulas metasternales y de Brindley, se ha sugerido que ambos tipos de 

glándulas liberan su contenido cuando se perturba a los adultos, describiéndose al 

menos catorce volátiles entre los que se encuentran cetonas, alcoholes y ácidos de 

cadena corta (Manrique et al., 2006). A su vez, estos mismos autores encontraron que 

cuando se estimuló con olores emitidos por adultos perturbados a larvas de T. infestans 

se observó un incremento en la actividad locomotora y también una respuesta de 

orientación en dirección opuesta a la fuente de emisión, apoyando la hipótesis sobre la 

función de alarma de estos volátiles. 

Por otro lado, se ha sugerido que parejas en cópula de T. infestans emiten una 

señal química que promueve la agregación de varios machos alrededor de la pareja (de 

Brito Sánchez et al., 1995, Manrique y Lazzari, 1995). Este comportamiento estaría 

mediando, al parecer, un sistema reproductivo poliándrico, ya que los machos una vez 

agregados copulan sucesivamente con la misma hembra (Manrique y Lazzari, 1995). 

A partir de estos resultados y para poner a prueba si ambos tipos de glándulas están 

involucradas en diversos aspectos del comportamiento sexual, Crespo y Manrique 

(2007), realizaron experimentos de oclusión selectiva de ambos tipos de glándulas de 

la hembra de T. infestans, analizando el comportamiento de machos. De esta manera, 

estos autores demostraron que las glándulas metasternales juegan un papel 

preponderante en el comportamiento sexual de T. infestans. Por un lado promueven la 

ocurrencia de cópula y por otro lado también promueven el comportamiento de 

agregación de machos descripto en esta especie. En ese mismo trabajo los autores 

demostraron que las glándulas de Brindley no afectan la ocurrencia de cópula ni 

tampoco el comportamiento de agregación de machos. Sin embargo, el origen de los 

volátiles relacionados con el comportamiento sexual ha sido motivo de controversia ya 

que Fontán et al. (2002), presentaron resultados que muestran que parte de los 

compuestos de las glándulas de Brindley podrían ser recolectados alrededor de grupos 

de parejas en cópula de T. infestans, sugiriendo que estas glándulas también están 

involucradas en el contexto sexual. 
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 En resumen, a pesar de algunos trabajos que se contradicen, según distintos 

estudios realizados sobre varias especies de triatominos, incluyendo a R. prolixus, 

Triatoma phyllosoma, T. infestans, Triatoma maculata, Triatoma brasiliensis, 

Triatoma vitticeps y Pastrongylus megistus, parecería ser que las glándulas de 

Brindley son la fuente de emisión de las feromonas de alarma (Schofield, 1979; Ward, 

1981; Manrique et al., 2006; Manrique y Lorenzo, 2012), mientras que las glándulas 

metasternales estarían involucradas en la comunicación sexual (Crespo y Manrique, 

2007; Pontes et al., 2008; Vitta et al., 2009; Zacharias et al., 2010; Pontes y Lorenzo, 

2012).  

 

-Habilidades cognitivas en vinchucas  

El aprendizaje es para los animales un proceso fuertemente adaptativo, evidenciado en 

la enorme cantidad de trabajos que demuestran las capacidades cognitivas de muchos 

animales, incluidos los menos complejos. Si bien es cierto que actualmente no existe 

una definición que describa inequívocamente al aprendizaje, clásicamente ha sido 

definido como un cambio comportamental causado por una experiencia previa. 

En insectos, existen numerosos trabajos que estudian el aprendizaje y la 

memoria, considerando incluso la adquisición de reglas y conceptos (Lewis y 

Tumlinson, 1988; Vet y Groenewold, 1990; Papaj y Lewis, 1993; Vet et al. 1995; 

Chivers et al., 1996; Dukas, 1998; Deisig et al., 2001; Giurfa et al., 2001; 

Cunningham et al., 2003; Giurfa, 2004; Avarguès-Weber et al., 2010). Sin embargo, 

muy poco se sabe acerca de las habilidades cognitivas de los insectos hematófagos. 

Existen trabajos realizados sobre mosquitos, donde se evidencian cambios 

comportamentales en cuanto a elección de hospedador y sitios de oviposición, 

modulados por la experiencia (McCall y Eaton, 2001; McCall et al., 2001; McCall y 

Kelly, 2002; Alonso et al., 2003; Kaur et al., 2003). Respecto a los triatominos, en los 

últimos años, se han publicado trabajos en R. prolixus en los que se demostró la 

capacidad cognitiva de esta especie en el contexto de búsqueda de alimento 

(Abramson et al., 2005; Aldana et al., 2008; Vinauger et al., 2011a; 2011b; 2012). 
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Resumen de antecedentes y objetivos 
 
A partir de los antecedentes previos surge que se conoce la existencia de glándulas 

dermales abdominales en larvas de otras especies de Heteroptera, pero no existen 

trabajos que evidencien la existencia de glándulas exocrinas o la presencia de volátiles 

asociados liberados en un contexto de alarma en estadios inmaduros de T. infestans.  

 Además, respecto a la feromona de alarma liberada por adultos frente a 

perturbación mecánica, los trabajos previos sugieren que ambos tipos de glándulas, 

metasternales y/o de Brindley cumplirían un rol en el contexto de alarma; sin embargo, 

sólo existe evidencia comportamental de respuesta de escape de adultos frente al ácido 

isobutírico (Ward, 1981) y de larvas frente a olores emitidos por adultos perturbados 

(Manrique et al., 2006), desconociéndose si en forma individual y específica los 

volátiles o sus mezclas evocan una respuesta comportamental en larvas de T. infestans. 

También, de los antecedentes surge que no existen trabajos que describan la dinámica 

de descarga-recarga de dichas glándulas, como así tampoco su relación con el 

desarrollo del imago y con el número de descargas debidas a perturbación. Asimismo, 

se desconoce si la alimentación tiene algún efecto en la dinámica de llenado de las 

glándulas y si ésta afecta la respuesta de escape de las larvas. Con respecto a las 

capacidades cognitivas de las vinchucas, si bien existen algunos trabajos que 

demuestran estas habilidades, no se ha estudiado aún si distintos procesos cognitivos 

(asociativos y/o no asociativos) pueden desarrollarse en un contexto de alarma, i.e., si 

el comportamiento de escape puede ser modulado o no por la experiencia previa. 

 
 El presente trabajo de Tesis propone analizar a los volátiles emitidos por 

distintos estadios de T. infestans luego de un evento de perturbación y la respuesta de 

escape asociada a dichos volátiles. En un primer capítulo, se propone dilucidar tanto 

química como comportamentalmente la existencia de volátiles emitidos por estadios 

inmaduros de T. infestans. En un segundo capítulo, se estudiará cualitativamente el 

estado de las glándulas de Brindley a partir de la observación y/o percepción de la 

secreción liberada luego de una perturbación mecánica. Asimismo, se estudiará 

cuantitativamente el contenido del ácido isobutírico de las glándulas de Brindley como 

un indicador del estado de las glándulas y su relación con el desarrollo del imago, el 

número de perturbaciones y la alimentación. En un tercer capítulo, mediante técnicas 
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electrofisiológicas, se analizará la capacidad de las larvas de percibir a nivel periférico, 

los volátiles individuales que componen la feromona de alarma. Conjuntamente, se 

analizará la respuesta comportamental de larvas frente a estos volátiles, presentados 

individualmente o en mezclas. Por último, en el cuarto capítulo, se analiza la 

plasticidad comportamental de la respuesta de escape de larvas de T. infestans 

generada por el ácido isobutírico y por la feromona de alarma liberada por adultos de 

la especie.  

 
Objetivo General  
 
El objetivo general de esta Tesis fue analizar la feromona de alarma de la vinchuca 

Triatoma infestans y la respuesta de escape asociada, considerando tanto el estudio de 

su emisión por parte de los estadios inmaduros, como así también por las glándulas de 

Brindley y metasternales presentes en los adultos.  
 
Objetivos Particulares 
 

1- Determinar si estadios inmaduros de T. infestans emiten volátiles en respuesta a 

perturbación mecánica y si existe una respuesta de escape asociada a dichos 

compuestos. 

 
2- Iniciar la búsqueda de la fuente emisora e identificar, mediante diversas técnicas y 

procedimientos de química analítica, el/los volátil/es eventualmente liberado/s por las 

larvas. 

 
3- Estudiar la dinámica de descarga-recarga de las glándulas de Brindley a partir de la 

cuantificación de la masa de su componente principal, el ácido isobutírico, en insectos 

en diferentes estados de desarrollo, distinto número de perturbaciones y, condiciones 

de ayuno. 

 
4- Analizar si existe una dependencia entre el estado de llenado de las glándulas de 

Brindley, secretoras de la feromona de alarma, y la respuesta de escape asociada.  

 
5- Identificar mediante técnicas electrofisiológicas estímulos químicos asociados a las 

glándulas de Brindley y metasternales, que sean capaces de ser detectados por los 
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órganos sensoriales (las sensilias) localizados en las antenas de las larvas de T. 

infestans.  

 
6- Analizar el comportamiento de las larvas de T. infestans ante compuestos volátiles 

de la feromona de alarma, tanto en forma individual como en mezclas de los mismos, 

de modo de determinar si algún/os compuesto/s de las glándulas de Brindley y/o 

metasternales evoca/n una respuesta de orientación en las vinchucas. 

 
7- Explorar posibles interacciones sinérgicas o antagónicas entre distintos estímulos 

químicos presentes en los compuestos de las glándulas de Brindley y/o metasternales, 

que modifiquen el eventual comportamiento de orientación de las vinchucas. 

 
8- Analizar las capacidades cognitivas de T. infestans, sometiéndolas a diferentes 

protocolos de aprendizaje, asociativos y no asociativos, en el contexto de alarma. 

 
 
Se trabajará en el marco de las siguientes hipótesis: 
 
- Los estadios larvales liberan compuestos volátiles que funcionan como feromona de 

alarma. 

 
- Los adultos farados poseen las glándulas de Brindley no funcionales. 

 
- La recarga de las glándulas de Brindley presentes en los adultos luego de una 

perturbación mecánica es gradual.  

 
- El incremento de las perturbaciones mecánicas en el tiempo genera una disminución 

gradual del contenido de las glándulas de Brindley. 

 
- La recarga de las glándulas de Brindley en los adultos depende de la alimentación, 

viéndose reflejada dicha dependencia en la respuesta de escape de sus conespecíficos. 

 
- Las antenas de T. infestans son capaces de detectar volátiles emitidos por los adultos 

durante un evento de perturbación. 
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- Las larvas de T. infestans son capaces de percibir compuestos de la feromona de 

alarma como entidades diferentes, siendo posible encontrar respuestas diferentes frente 

a distintas dosis y volátiles evaluados individualmente o en mezclas. 

 
- Las vinchucas son capaces de aprender y de modular la respuesta de orientación 

frente a la feromona de alarma y en particular de su componente principal, el ácido 

isobutírico, dependiendo de su experiencia previa. 
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… el efímero mundo de los olores. 

 
… el perfume iba directamente al corazón y allí decidía 

de modo categórico entre inclinación y desprecio, 
aversión y atracción, amor y odio. Quien dominaba los 

olores, dominaba el corazón de los hombres. 
 

El Perfume, 
Patrick Süskind, 1985. 
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Capítulo 1:  

“Respuesta de escape y emisión de volátiles de larvas 

de Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) luego de 

un evento de perturbación” 
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Introducción 
 
Las larvas de los insectos pertenecientes al antiguo suborden Heteroptera poseen uno, 

dos y/o tres pares de glándulas dermales abdominales; mientras que en general los 

adultos poseen un par de glándulas metasternales. A pesar de que las secreciones 

liberadas por las glándulas dermales de las larvas pueden estar relacionadas con 

comportamientos de agregación y de alarma (Levinson y Barilan, 1971; Staddon 1979; 

Kuwahara et al., 2011) o incluso con el cuidado maternal (Maschwitz y Gutmann, 

1979), su función más común parece ser la de defensa frente al ataque de predadores 

(Henrici, 1938; Remold, 1963; Staddon, 1979, Aldrich, 1988; Borges y Aldrich, 1992; 

Farine et al., 1992; Pavis et al., 1994; Pareja et al., 2007), de igual manera que las 

glándulas metasternales en la mayoría de los adultos (Krall et al., 1999; Moraes et al., 

2008). Consecuentemente, las glándulas dermales abdominales a menudo han sido 

descriptas como no funcionales en el adulto, ya que su papel defensivo es tomado por 

las glándulas metasternales en la mayoría de los casos (Aryeetey y Kumar, 1973). 

Como Davidová-Vilímová y Podoubsky (1999) y Staddon (1999) mostraron en sus 

trabajos, existe evidencia a favor de que las glándulas dermales, o algunos de sus 

componentes, persistan en el estadio adulto en muchas familias de Heteroptera. Tal es 

el caso del trabajo de Aldrich et al. (1978), cuando estos autores se refieren a los 

volátiles emitidos por las glándulas dermales abdominales presentes en los adultos de 

la familia Pentatomidae.  

En Reduviidae, varios autores describieron las glándulas dermales abdominales 

en adultos (Carayon et al., 1958; Barth, 1960; James et al., 1994, Weirauch, 2006b). 

Sin embargo, según Schofield y Upton (1978), las glándulas dermales abdominales 

características de las larvas no parecen estar presentes en los adultos de la subfamilia 

Triatominae. Más aún, al analizar especímenes de Rhodnius prolixus (especie incluida 

en Triatominae), Weirauch (2006b) señaló la falta de estas glándulas en los adultos de 

esta especie, demostrando coherencia con la bibliografía existente que plantea la 

ausencia de las glándulas dermales abdominales incluso en las larvas de la subfamilia 

(Lent y Wygodzinsky, 1979). 

Por otro lado, en la mayoría de las especies de la familia Reduviidae, los adultos 

poseen bien desarrolladas las glándulas de Brindley y las glándulas metasternales, de 

las cuales se plantea, según distintos autores, una función de defensa y/o de alarma 
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(Pattenden y Staddon, 1972; Ward, 1981; Rossiter y Staddon, 1983; Cruz Lopez et al., 

1995; Rojas et al., 2002; Guerenstein y Guerin, 2004; Manrique et al., 2006;) y/o 

sexual (Fontán et al., 2002; Rojas et al., 2002; Guerenstein y Guerin, 2004; Manrique 

et al., 2006; Crespo y Manrique, 2007; Pontes et al., 2008; Vitta et al., 2009; Zacharias 

et al., 2010; May-Concha et al., 2012; Pontes y Lorenzo, 2012). Siendo así, la 

persistencia del sistema glandular defensivo de las larvas parecería no ser necesaria en 

los adultos. La presencia de los hemiélitros y del 2do par de alas, que forman una 

cubierta sobre el abdomen, también parecería complicar la evaporación de los 

productos de las glándulas dermales abdominales (Weirauch, 2006b).  

Pese a que los trabajos previos sugieren su ausencia, las glándulas secretoras 

asociadas a la liberación de volátiles con función defensiva y/o de alarma podrían 

presentarse en las larvas de T. infestans, considerando por un lado, la presencia de 

glándulas dermales y sus feromonas de alarma asociadas en estadios inmaduros de 

heterópteros, y por otro lado, la existencia de una feromona de alarma liberada por las 

glándulas de Brindley y las metasternales en los adultos de T. infestans en respuesta a 

una perturbación mecánica. Además, el hecho de que los individuos de la especie 

permanezcan agregados en el interior de un refugio durante las horas de luz (Lorenzo 

Figueiras et al., 1994; Lorenzo y Lazzari, 1996; Lorenzo Figueiras y Lazzari, 1998; 

Lorenzo Figueiras y Lazzari, 2000), para luego exponerse a predadores durante la 

salida desde sus refugios durante la búsqueda de alimento, hace pensar que sería 

funcional la posible existencia de dichas secreciones defensivas y/o de alarma en las 

larvas, de la misma manera que existen en los adultos de T. infestans. 

En este capítulo se puso a prueba la existencia de volátiles con función de 

alarma, liberados por larvas de T. infestans luego de una perturbación mecánica. En 

primer lugar se analizó, utilizando un olfatómetro, la respuesta comportamental de 

larvas de 4to estadio frente a volátiles emitidos por individuos de 3er, 4to y 5to estadio 

larval luego de un evento de perturbación. Posteriormente, mediante la realización de 

diferentes técnicas de extracción y análisis químico, se inició el estudio sobre la 

composición de los volátiles liberados por las larvas perturbadas.  
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Parte 1: Respuesta comportamental de larvas de T. infestans enfrentadas a 
volátiles liberados por larvas perturbadas  
 
Trabajos previos muestran la existencia de una respuesta de escape de larvas de T. 

infestans expuestas a los volátiles liberados por adultos perturbados, expresada como 

un aumento en la actividad locomotora y una respuesta direccional de evitación 

(Manrique et al., 2006). Sin embargo, hasta el presente no existía evidencia sobre la 

existencia de comunicación química olfativa entre estadios larvales de triatominos en 

el contexto de alarma. En esta parte del capítulo, se realizaron ensayos en un 

olfatómetro de doble elección para evaluar el comportamiento de larvas enfrentadas a 

volátiles provenientes de larvas de T. infestans mecánicamente perturbadas y analizar 

su función como feromona de alarma.  

 
Materiales y Métodos 

-Animales 
 
Se utilizaron insectos de 3er, 4to y 5to estadio larval de T. infestans con 10-15 días de 

ayuno post-ecdisis. Las larvas fueron obtenidas a partir de huevos provenientes del 

Servicio Nacional de Chagas, Córdoba, Argentina y criados en nuestro laboratorio a 

28±1ºC, 30-60% HR, bajo un fotoperíodo de 12:12 horas Luz/Oscuridad. Hasta 

alcanzar el estadio deseado para la realización de los ensayos, las larvas fueron 

alimentadas sobre gallinas vivas. Todos los animales fueron manipulados de acuerdo 

con las reglas de bioseguridad del Servicio de Higiene y Seguridad de la Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Se usó un total de 

1980 larvas. 

 Todos los experimentos fueron realizados durante las primeras horas de la 

escotofase (i.e., 1-5h luego de que la luz se apagara) abarcando el período de máxima 

actividad observada para las vinchucas (Lazzari, 1992). A su vez, los experimentos 

fueron llevados a cabo en condiciones de oscuridad funcional, respetando así la fase 

del fotoperíodo en la cual los animales se encontraban y evitando, además, la posible 

utilización de señales visuales por parte de las vinchucas durante los ensayos. La 

temperatura y la humedad relativa del cuarto experimental utilizado fueron mantenidas 

a 25º ± 1º C y 40 ± 10%, respectivamente. 
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-Dispositivo experimental y Procedimiento 
 
Para los ensayos comportamentales se utilizó un olfatómetro de doble elección sin 

corrientes de aire (figura 1.1). Este olfatómetro consiste en una caja de acrílico 

rectangular (15 x 10 x 2cm, llamada de aquí en adelante arena experimental) con 

orificios en su base (2mm de diámetro), en la cual se libera una larva y se analiza su 

comportamiento de preferencia espacial. Por debajo, y de las mismas dimensiones, se 

encuentra unida una sub-cámara inferior (15 x 10 x 2cm) que se encuentra dividida en 

dos secciones de igual tamaño por una placa transversal impermeable a olores. A su 

vez, en cada sección de la sub-cámara se encuentra unido un frasco (10ml) portador 

del estímulo el cual se conecta a través de una abertura en la base. 

 La arena experimental se cubría con papel de filtro con pequeños orificios 

coincidentes con los de la base de la misma. Dicho sustrato ofrecía una superficie 

adecuada para el movimiento de las larvas. Asimismo, dicho papel fue cambiado luego 

de cada ensayo para evitar cualquier rastro químico eventualmente dejado por las 

larvas. 

 
Figura 1.1: Olfatómetro de doble elección. Esquema de la arena experimental utilizada para analizar la respuesta 
comportamental de las larvas frente a volátiles emitidos por conespecíficos. 
  

 En cada ensayo individual, un frasco fue utilizado como control (i.e., 

conteniendo un grupo de cinco larvas sin perturbar) y el otro frasco fue utilizado como 

estímulo (i.e., con un grupo de cinco larvas perturbadas inmediatamente antes de 
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comenzar el experimento). De esta manera, los estímulos volátiles provenientes de los 

insectos perturbados o sin perturbar ingresaban por difusión en cada una de las sub-

cámaras independientes y continuaban difundiendo a través de los pequeños orificios 

hacia la arena experimental, creando así un gradiente químico. 

 Una vez que ambos frascos eran conectados a la sub-cámara, una larva era 

ubicada en el centro de la arena experimental (figura 1.1) cubierta con un pequeño 

frasco invertido durante un minuto para permitir la familiarización con el contexto y la 

difusión de los olores. Luego, la larva era liberada con delicadeza retirando el pequeño 

frasco que la cubría y su comportamiento registrado durante cuatro minutos mediante 

una video cámara sensible a luz infrarroja conectada a una grabadora digital 

(Videoman®). 

 Para evitar la perturbación de las larvas cuando eran colocadas en el frasco 

portador de estímulos, se utilizó una tira de papel de filtro pequeña en forma de rampa. 

Se acercó el papel, sujetado con pinzas, a las patas de los insectos y se esperó que 

asciendan y que luego desciendan voluntariamente dentro del frasco. Este frasco era 

luego ubicado en la arena experimental evitando cualquier tipo de manipulación 

brusca. Para las series donde los insectos eran perturbados se procedió de la misma 

forma hasta el momento en que las larvas se encontraran en el interior del frasco 

portador de estímulos. Una vez allí colocadas, antes de comenzar el ensayo 

experimental, se batió manualmente el frasco durante 10 segundos y se lo conectó al 

olfatómetro. En experimentos piloto previos este método de perturbación permitió la 

percepción de olores por parte del experimentador. Una vez terminado cada ensayo, 

los insectos utilizados como fuente de volátiles y los evaluados eran descartados. El 

dispositivo experimental fue lavado dejando circular una corriente de aire durante 10 

minutos entre ensayos. 

 Para evitar el posible efecto de una heterogeneidad espacial en la distribución 

de las larvas sobre la arena experimental, la posición de los estímulos fue alternada al 

azar entre los ensayos.  

-Series experimentales 
 
Para analizar la respuesta frente a la presencia de volátiles emitidos por larvas de T. 

infestans, se definieron seis series experimentales en las que se colocaba en los frascos 
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estímulo grupos de 5 larvas de 3º, 4º o 5º estadio, ya sea sin perturbar o perturbadas 

durante el ensayo según el siguiente esquema: 

1- 3er estadio sin perturbar vs. 3er estadio sin perturbar (Control) 

2- 3er estadio sin perturbar vs. 3er estadio perturbadas 

3- 4to estadio sin perturbar vs. 4to estadio sin perturbar (Control) 

4- 4to estadio sin perturbar vs. 4to estadio perturbadas 

5- 5to estadio sin perturbar vs. 5to estadio sin perturbar (Control) 

6- 5to estadio sin perturbar vs. 5to estadio perturbadas  

 

Se realizaron un total de 30 réplicas por serie experimental.  

-Análisis de datos 
 
Una vez finalizado cada ensayo, se analizaron los videos mediante el uso de un 

programa de análisis de datos (del tipo The Observer 2.01, Noldus Information 

Technology, The Netherlands). Luego, se analizó la preferencia olfativa de los 

insectos, i.e., la preferencia espacial en la arena experimental a lo largo de los cuatro 

minutos de ensayo. 

 Como medida de la preferencia olfativa de los insectos, se registró el tiempo 

transcurrido en cada uno de los lados de la arena experimental. Un índice de 

preferencia (IP) que va de -1 a 1 fue calculado como IP = (TC − TE)/(TC + TE), 

donde TC es el tiempo, en segundos, transcurrido en el lado del control de la arena 

experimental y TE es el tiempo transcurrido en el lado del estímulo. En las series 

control, es decir, dos grupos de cinco larvas sin perturbar en cada frasco estímulo, TE 

es el tiempo transcurrido a un lado o al otro de la arena experimental elegido por el 

experimentador en forma aleatoria. Valores de IP cercanos a -1, 0, o 1 indican 

repelencia, distribución al azar o atracción al estímulo respectivamente. Las 

desviaciones de una distribución al azar (es decir IP=0) de las larvas sobre la arena 

experimental se evaluaron para cada tratamiento con un T-Test de 1 muestra. 
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Resultados 
 
-Respuesta comportamental frente a volátiles emitidos por larvas de T. infestans 
perturbadas 
 
La respuesta comportamental de las larvas de 4to estadio T. infestans enfrentadas a 

volátiles provenientes de larvas perturbadas mecánicamente dependió del estadio 

utilizado como fuente de olores (figura 1.2). Las larvas no mostraron una preferencia 

olfativa cuando en uno de los lados de la arena experimental se las sometió a olores 

provenientes de larvas de 3er estadio perturbadas (IP= -0,13; T-Test de 1 muestra = -

1,51; p>0,05); lo mismo ocurrió frente a larvas no perturbadas (IP= 0,03; T-Test de 1 

muestra = 0,25; p>0,05) (figura 1.2). Tampoco mostraron una preferencia olfativa al 

utilizar como estímulo olores provenientes de larvas de 4to estadio, ya sea perturbadas 

(IP= -0,07; T-Test de 1 muestra = -0,56; p>0,05) o no perturbadas (IP= 0,08; T-Test de 

1 muestra = 0,83; p>0,05). Sin embargo, cuando se presentaron los volátiles 

provenientes de larvas de 5to estadio perturbadas, las larvas evitaron el lado de la arena 

experimental que contenía a dicho estímulo olfativo, mostrando una distribución 

espacial significativamente diferente de una distribución al azar (IP= -0,24; T-Test de 1 

muestra = -2,72; p=0,01, señalado con asterisco en figura 1.2). Nuevamente, en el 

tratamiento control (larvas de 5to estadio sin perturbar en ambos sectores), las larvas no 

mostraron una diferencia significativa respecto de una distribución al azar (IP= -0,02; 

T-Test de 1 muestra = -0,26; p>0,05). 
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Figura 1.2: Preferencia olfativa de larvas de 4to estadio de T. infestans enfrentadas individualmente a grupos de 
5 larvas de 3er, 4to o 5to estadio, perturbadas o no perturbadas. Las larvas fueron repelidas cuando fueron 
expuestas a olores provenientes de larvas de 5to estadio perturbadas. N=30 para cada tratamiento. El asterisco 
indica diferencias significativas de IP = 0 (T-Test de 1 muestra, p<0,05).  
L3: larvas de 3er estadio; L4: larvas de 4to estadio; L5: larvas de 5to estadio 
sin pert.: sin perturbar; pert.: perturbadas.  
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Parte 2: Muestreo y caracterización química de los volátiles emitidos por 
larvas de T. infestans en respuesta a perturbación mecánica 
 
Los resultados comportamentales descriptos en la sección anterior sugieren la 

existencia de una secreción volátil emitida por larvas de T. infestans ante un evento de 

perturbación, la cual evoca una respuesta de escape sugiriendo una función de alarma. 

Como una aproximación a la caracterización química de esta clave, se realizaron 

diversas técnicas de muestreo y análisis de estos compuestos volátiles, ante la ausencia 

de estudios previos tanto en cuanto a su naturaleza química como de su origen 

anatómico. Las técnicas utilizadas incluyen la colecta de volátiles por microextracción 

en fase sólida (SPME), el análisis químico de un regurgitado liberado por el insecto en 

el momento de la perturbación (que se consideró como posible fuente de la secreción), 

y el análisis de glándulas salivales disecadas. El análisis se basó fundamentalmente en 

cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS), y en otras 

técnicas de espectrometría de masas relacionadas (para una descripción general ver 

Apéndice I: Técnicas y análisis químicos, al final de este capítulo). 

 

Materiales y Métodos 

-Animales 
 
En estos ensayos se utilizaron insectos de 4to y 5to estadio larval de T. infestans con 

una semana de ayuno post-ecdisis, las cuales fueron criadas en nuestro laboratorio bajo 

condiciones controladas (ver sección -Animales de la Parte I). 

 
-Procedimiento de Muestreo. Estrategias de extracción y análisis químico 
  

  Headspace de larvas 
 
Se colocaron grupos de larvas de 4to o 5to estadio en cantidad variable (5, 10, 15, 20 o 

100 insectos), sin perturbar, en el interior de viales (de 4 o 30 ml) (figura 1.3AyB) o 

en un dispositivo formado por tubos de vidrio (40 cm de largo y 5 cm de diámetro) 

(figura 1.3C), dependiendo del número de insectos. En todos los casos se trabajó con 

aire estático y recipientes cerrados, utilizando cinta de teflón y Parafilm® de modo de 

permitir el ingreso de la fibra de SPME pero no la salida de los volátiles emitidos por 

las larvas. Para evitar la perturbación de las larvas, se procedió de igual forma que la 
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descripta para los ensayos comportamentales, mediante la ayuda de una pieza de papel 

de filtro sostenida con pinzas que permitió el ascenso y descenso voluntario de los 

insectos dentro del frasco de vidrio. 

 Una vez ubicados los insectos en el frasco o tubo de vidrio, se expuso una fibra 

SPME semipolar (Carboxen®/Polydimethylsiloxane, 75 µm, Supelco®) en el interior, 

evitando el contacto de la fibra con los insectos. Para los ensayos con 5-20 insectos, la 

fibra fue expuesta durante 15 minutos e inmediatamente analizada por GC-MS. Una 

vez desorbidos los volátiles de la fibra, los mismos insectos fueron perturbados 

agitando manualmente el frasco durante 10 segundos, y la fibra fue nuevamente 

expuesta durante 15 minutos para realizar un nuevo análisis por GC-MS. Para el caso 

de 100 insectos, se realizaron dos perturbaciones de 10 segundos, exponiendo la fibra 

durante 10 minutos posteriores a cada perturbación, de modo de acumular compuestos 

volátiles adsorbidos en la fibra. Luego del segundo período de adsorción, la fibra fue 

desorbida inmediatamente en el GC-MS para el análisis de los volátiles. En todos los 

casos, el tiempo de desorción de la fibra en el puerto de inyección del GC-MS fue de 

un minuto, y entre ensayos se realizó una limpieza de la fibra en el inyector de otro 

cromatógrafo, durante 30 minutos a 300°C. 
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Figura 1.3: Colecta de volátiles por SPME. La fibra fue expuesta en el headspace de larvas T. infestans. 
Dependiendo del número de insectos, 5-100, se utilizaron viales de 4 o 30 ml (A y B), o un dispositivo formado 
por tubos de vidrio (40 cm de largo y 5 cm de diámetro) (C).  
 
  

 Regurgitado de larvas 
 
Al perturbar a las larvas, las mismas liberan una pequeña gota transparente, fácilmente 

observable, desde su probóscide (en adelante, regurgitado). La ausencia aparente de 

glándulas exocrinas candidatas a ser la fuente de olores emitidos frente a perturbación 

de larvas, llevó a considerar a este regurgitado como posible fuente de estos 

compuestos volátiles, por lo cual se decidió analizar este regurgitado de diversas 

formas:  

 SPME/GC-MS por contacto directo: Se utilizó la misma fibra de SPME ya 

descripta, pero en este caso se puso en contacto directo la fibra con la gota 

proveniente de la probóscide de una larva. Para esto se perturbó la larva bajo 

lupa presionando sus patas con una pinza entomológica y luego se expuso la 

fibra para recuperar el regurgitado. Inmediatamente, la fibra fue desorbida en el 

GC-MS durante un minuto. 

 SMPE/GC-MS del headspace: En iguales condiciones que el procedimiento 

anterior, en este caso se recolectó el regurgitado en un capilar de vidrio, 
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transfiriéndolo a 50 µl de agua destilada en un vial de vidrio (4ml). La fibra fue 

entonces expuesta durante 30 minutos en el headspace de la solución acuosa 

termostatizada a 40 °C en un baño de agua y luego analizada por GC-MS. 

 EI/MS por inyección directa: Manipulando los insectos de modo similar, se 

colectó el regurgitado en un pequeño capilar de vidrio y se colocó el mismo en 

el puerto de inyección directa de un espectrómetro de masas, en ausencia de 

solvente. En este caso se obtuvo un espectro de masas sin separación previa de 

compuestos, de modo de visualizar componentes no volátiles o termolábiles en 

el regurgitado. 

 Derivatización química: El regurgitado obtenido también se sometió a un 

procedimiento de derivatización química para su análisis por GC-MS e 

identificación de posibles grupos funcionales. La derivatización química facilita 

el análisis de compuestos de baja volatilidad, pobre comportamiento 

cromatográfico, o datos espectroscópicos ambiguos. En este caso, la búsqueda 

de grupos carbonilo (cetonas y aldehídos) similares a los encontrados en la 

feromona de alarma liberada por los adultos, se realizó mediante derivatización 

del regurgitado con fenilhidracina. Esta reacción resulta en la obtención de la 

fenilhidrazona correspondiente (figura 1.4), la cual puede analizarse por GC-

MS en forma más conveniente para el caso de cetonas o aldehídos de bajo peso 

molecular. El regurgitado se colectó en un capilar de vidrio y se lo depositó en 

un vial cónico (3ml) con 50 µl de hexano (Sigma-Aldrich) y 20 µl de 

fenilhidracina (Sigma-Aldrich). La mezcla se calentó en estufa durante 30 

minutos a 50°C y luego se analizó por GC y GC-MS la fase orgánica (superior, 

1 µl). La reacción se realizó primeramente con dos modelos sintéticos (3-

pentanona y 2-butanona), derivatizando 10 µl de estos compuestos con 20 µl de 

fenilhidracina.  

 

 
 

Figura 1.4: Reacción general de derivatización de un grupo carbonilo, en este caso un aldehído, para la 
obtención de la fenilhidrazona correspondiente. 
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 Glándulas salivales 
 

Además del análisis del regurgitado de larvas perturbadas, se realizó una disección de 

larvas de 5to estadio de T. infestans y sus glándulas salivales fueron extraídas para su 

posterior análisis. Para evitar la perturbación de los insectos durante la manipulación, 

los mismos fueron mantenidos durante 10 minutos a 10 ºC. Una vez anestesiados, se 

los mantuvo inmóviles en una caja de Petri mediante el uso de plastilina (Modeling 

Clay, Model, Buenos Aires, Argentina), dejando el tórax expuesto ventralmente. La 

disección se realizó con una tijera de microcirugía bajo solución Ringer (Case, 1957). 

Se realizó un corte medio a lo largo del tórax, desde la cabeza hasta el abdomen. 

Luego la cutícula ventral fue removida junto con las patas, dejando el interior del 

insecto expuesto. Una vez identificadas las glándulas según Reis et al. (2003) (figura 

1.5B), se realizó un corte transversal en la parte anterior, a nivel de los estiletes, junto 

con el aparato digestivo, y un corte transversal en la parte posterior, a nivel del 

promesenteron (Ramírez Pérez, 1969). Por último, las glándulas fueron removidas 

junto con el aparato digestivo, este último en la menor proporción posible y 

almacenadas en un vial de vidrio (2 ml) con 0,5 ml de diclorometano (DCM) (Merck® 

Química, Argentina). Cada muestra fue inmediatamente guardada a -20° C durante no 

más de 48 h para su posterior análisis químico. Para el análisis del contenido de las 

glándulas, las muestras fueron previamente tratadas en un sonicador (Branson® 200, 

Taiwan) durante 10 minutos, de modo de facilitar la interacción entre el solvente y los 

contenidos de la glándula, y posteriormente analizadas por GC-MS.  
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Figura 1.5: Glándulas salivales de larvas de 5º estadio de T. infestans. En A) se observa lo extraído durante la 
disección: un par de glándulas salivales, cada una formada por 3 unidades, a cada lado del sistema digestivo. En 
B) se observan detalles de las glándulas (tomado de Reis et al., 2003, utilizado como referencia). D1, D2 y D3 
indican las unidades de cada glándula; e: esófago, p: promesenteron, MD y AD: ductos principal y accesorio, 
respectivamente. Las flechas indican el sistema traqueal. 
 
 
-Instrumentos analíticos 
 
 Cromatografía gaseosa (GC) 

 
Se utilizó un cromatógrafo gaseoso (HP 5890 Series II) equipado con un inyector 

split/splitless y una columna capilar polar (DB-WAX, 30 m x 0.25 mm diám. int., 0.25 

m de espesor de película de fase estacionaria). Se utilizó hidrógeno (H2) como gas 

portador (carrier) (1 ml/min), el inyector en modo splitless a 220 ºC, y un detector FID 

(Flame Injector Detector) a 250 ºC. El programa de temperatura del horno fue 40 ºC 

durante un minuto para luego calentar hasta 280 ºC a 7 ºC/min. Por último, se mantuvo 

la temperatura a 280ºC durante un minuto. 

 
 Cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) 

 
Se utilizó un GC-MS Shimazdu-QP2010, equipado con una columna apolar de tipo 

DB5 (25 m x 0.25 mm diám. int., 0.25 m de espesor de película de fase estacionaria), 

utilizando helio (He) como gas portador (1 ml/min), el inyector en modo splitless a 

250 ºC, y la línea de transferencia a 250 ºC. El programa de temperatura del horno fue 
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40 ºC durante un minuto para luego calentar hasta 280 ºC a 7 ºC/min. Por último, se 

mantuvo la temperatura final durante un minuto. El espectrómetro de masas se operó 

en modo EI (Electronic Impact) a 70 eV, con la fuente de iones a 200 ºC, y con 

adquisición en modo SCAN desde m/z 30 a m/z 350. 

 
 Espectrometría de masas (MS) por inyección directa 

 
Se utilizó un equipo Shimadzu QP-2010-Ultra equipado con un puerto de inyección 

directa (ID). El espectrómetro de masas se operó en modo EI a 70 eV, con la fuente de 

iones a 200 ºC, y con adquisición en modo SCAN desde m/z 28 a m/z 600. La muestra 

se colectó en un capilar de vidrio que se dispone en el puerto de ID, el cual se calentó 

desde 30 °C a 350 °C a 40 °C/min. 
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Resultados 
 
-Headspace de larvas 
 
Se realizaron muestreos y análisis en tres instancias, diciembre 2011, agosto 2012 y 

diciembre 2013. En una primera serie de muestras, cuatro de cinco pares de extractos 

de volátiles del headspace de larvas (perturbadas y no perturbadas) mostraron algunos 

compuestos diferenciales en tiempos de retención entre 9 y 10,5 min. Estas muestras 

correspondieron a larvas de 5º (3 muestras) y 4º estadio (1 muestra): entre 10 y 20 

larvas por muestra. Los compuestos aparecieron en muy baja cantidad, apenas 

detectable y como picos de forma irregular (figura 1.6A). Los espectros de masas de 

estos compuestos fueron similares en todos los casos, con iones característicos de m/z 

97, 69, 57, 55 y 41 (figura 1.6B). En el caso del ion m/z 57 es posible que provenga de 

otro compuesto, ya que el mismo ion está presente en muestras de larvas no 

perturbadas (figura 1.6C). La baja cantidad de los compuestos no permitió lograr una 

identificación, aunque el ion de m/z 97 es consistente con un fragmento conteniendo 

una cetona ,-insaturada, de seis átomos de carbono, fragmento que con la 

subsecuente pérdida de 28 unidades de masa (C=O), daría lugar al ion m/z 69. Este 

tipo de sistema (cetona ,-insaturada) en moléculas volátiles de bajo peso molecular, 

resulta en compuestos extremadamente olorosos para el olfato humano, aún en 

cantidades muy pequeñas y está presente en varias secreciones defensivas de 

artrópodos, por ejemplo opiliones (Hara et al., 2005). Estos compuestos, sin embargo, 

no fueron detectados en muestras posteriores. 
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Figura 1.6: A) Comparación de cromatogramas (TIC) de extractos de volátiles del headspace de larvas de T. 
infestans de 5o estadio una vez perturbadas (línea negra, superior) y antes de la perturbación (línea gris, inferior). 
Se indican con flechas los compuestos diferentes en los extractos. B) Espectro de masas de uno de los 
compuestos diferentes (Tiempo de Retención: 9,13 min) en el extracto de larvas perturbadas. C) Espectro de 
masas de la misma región del cromatograma (9,13 min) para el extracto del headspace de larvas sin perturbar. 
 

 En las muestras de headspace de larvas obtenidas y analizadas en agosto de 

2012 no se lograron detectar diferencias entre volátiles en larvas antes y después de 

una perturbación. Sin embargo, en diciembre de 2013 se colectó una única muestra a 

partir de una cantidad mayor de larvas (100) y se la analizó de igual forma que las 

anteriores, resultando en este caso un compuesto interesante cuyo espectro de masas 

coincidió con el correspondiente a 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona en la base de datos 

NIST08 (figura 1.7). Por su estructura, que guarda similitudes con algunos 

compuestos de la secreción defensiva de adultos, este compuesto aparece como un 

candidato a ser el producto de la secreción de alarma de las larvas. Sin embargo, no se 

realizó en esta instancia un control adecuado y la presencia de una cantidad importante 

de acetona (figura 1.7A) en el headspace de estas larvas, lleva a tomar este resultado 

con cautela. La 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona puede ser un compuesto natural, pero 

también puede ser el producto de la condensación aldólica de dos moléculas de 

acetona, o una impureza en la propia acetona. Este solvente es de uso común en el 

lavado de material de vidrio y había sido utilizado en esta instancia previa al muestreo 
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de las larvas. La emisión de 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona por parte de las larvas de T. 

infestans como resultado de un evento de perturbación requiere por lo tanto 

confirmación experimental. 
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Figura 1.7: A) Cromatograma (TIC) del extracto de volátiles del headspace de 100 larvas de T. infestans de 5to 
estadio, una vez perturbadas. Se indican con flechas el compuesto tentativamente identificado como 4-hidroxi-4-
metil-2-pentanona (flecha negra), y el pico correspondiente a la acetona (flecha roja, ver texto). B) Espectro de 
masas del compuesto 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona en la muestra. C) Espectro de masas de la 4-hidroxi-4-
metil-2-pentanona según base de datos (índice de similitud 95%). 
 

 

-Regurgitado 
 
El análisis del regurgitado por SMPE/GC-MS de compuestos volátiles del headspace 

del mismo no mostró diferencias claras con el blanco de fibra realizado 

inmediatamente antes del muestreo del regurgitado. Al analizar el regurgitado por 

contacto directo de la fibra con el mismo, se observó en dos muestras de las cuatro 

réplicas realizadas (4º y 5º estadio), un compuesto con espectro de masas similar al 2-

metil-1-butanol, uno de los componentes de la secreción de alarma y defensiva de 

adultos (Manrique et al., 2006) (figura 1.8). La identificación de este compuesto se 

confirmó adsorbiendo en la fibra de SPME el estándar correspondiente, desde el 

headspace de una solución de diclorometano. Los tiempos de retención y espectros de 
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masas de los compuestos natural y sintético coincidieron, indicando la presencia de 2-

metil-1-butanol en el regurgitado. 
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Figura 1.8: A) Comparación de cromatogramas (TIC) del regurgitado emitido tras la perturbación de una larva 
de 5to estadio de T. infestans, adsorbido en una fibra de SPME por contacto directo con la fibra (línea negra, 
medio), el blanco de fibra correspondiente (línea gris, inferior), y el estándar de 2-metil-1-butanol adsorbido 
desde el headspace de una solución en diclorometano (línea roja, superior). Se indica el compuesto identificado 
como 2-metil-1-butanol en la muestra del regurgitado (flecha negra). B) Espectro de masas de 2-metil-1-butanol 
en la muestra de regurgitado. C) Espectro de masas de 2-metil-1-butanol según base de datos NIST08 (índice de 
similitud 90%). D) Espectro de masas de 2-metil-1-butanol estándar, adquirido en iguales condiciones que la 
muestra. 

 Por otro lado, al analizar el regurgitado por espectrometría de masas por 

inyección directa, se observaron diferencias entre la corrida preliminar del equipo que 

actuó como blanco o control, y la muestra del regurgitado. Específicamente la muestra 

de regurgitado mostró un pico ancho, que al no haber cromatografía previa, no puede 

asignarse a un compuesto sino a la mezcla que compone el regurgitado. En este pico se 

observó un ion dominante de m/z 84, el cual no puede asignarse a un compuesto 

específico observado anteriormente, pero que se ha observado en varias muestras de 

volátiles analizadas previamente. Se observó asimismo un ion m/z 70, el cual es 

característico del espectro de masas de 2-metil-1-butanol (PM 88), por la pérdida de 

una molécula de agua (18 unidades de masa) típica de alcoholes primarios. 
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 En cuanto a las derivatizaciones con fenilhidracina, los compuestos sintéticos 

estándares de 2-butanona y 3-pentanona dieron como producto las fenilhidrazonas 

correspondientes, las que fueron claramente identificadas en el GC-MS a tiempos de 

retención de 22,6 y 23,9 min, por sus iones moleculares m/z 162 y m/z 176, 

respectivamente. La derivatización de la muestra de regurgitado sin embargo no 

mostró resultados claros. 

 

-Glándulas Salivales 
 
El extracto obtenido de glándulas salivales de un individuo del 5º estadio mostró por 

GC-MS una serie de compuestos, con N,N-dimetil formamida y benzaldehído como 

los más abundantes. Estos compuestos fueron identificados de la base de datos de 

espectros de masas (NIST08), con buenos índices de similitud entre los espectros. 

Dado que este tipo de compuestos o derivados similares no habían sido detectados en 

todos los muestreos anteriores, se asume que provienen de contaminación del extracto, 

durante el proceso de disección o extracción de las glándulas. 
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Discusión 

De acuerdo a la bibliografía, no existen trabajos previos que reporten presencia de 

glándulas exocrinas en larvas de T. infestans, como así tampoco trabajos acerca de 

secreciones liberadas por los estadios inmaduros de esta especie que podrían actuar 

como feromonas de alarma o alomonas de defensa durante un evento de perturbación. 

Tanto la ausencia de secreciones liberadas en un contexto de peligro como la falta de 

glándulas exocrinas en estadios inmaduros parecería ocurrir en las especies de 

triatominos (Schofield y Upton, 1978; Lent y Wygodzinsky, 1979). Por otro lado, las 

glándulas de Brindley y las metasternales sólo se encuentran en adultos y según varios 

trabajos citados anteriormente, los compuestos volátiles producidos por ambos tipos de 

glándulas, estarían involucrados en la comunicación sexual y/o de alarma y/o defensa 

(Manrique y Lorenzo, 2012). Dado este escenario, es complejo entender en términos 

adaptativos, que las larvas puedan responder a la feromona de alarma liberada por los 

adultos durante un evento de perturbación, pero no producir una feromona de alarma 

para alertar a sus conespecíficos de un potencial peligro (Lazzari et al., 2013). Más 

aún, teniendo en cuenta que, según la literatura, en muchas especies de Hemiptera 

mientras que los adultos presentan glándulas metasternales y/o glándulas dermales 

abdominales cuyos volátiles liberados presentan funciones sexuales y/o de alarma y/o 

defensa, los estadios inmaduros presentan glándulas dermales abdominales 

involucradas en funciones de alarma y/o de defensa (Staddon, 1979).  

En este capítulo de la tesis se demostró en ensayos comportamentales que las 

larvas de 4to estadio de T. infestans mostraron una respuesta de escape cuando se las 

estimuló con volátiles provenientes de larvas perturbadas del 5to estadio. Si bien no se 

obtuvieron respuestas significativamente diferentes del azar, se observó una tendencia 

hacia una respuesta de escape similar cuando las larvas fueron estimuladas con larvas 

perturbadas de 3er y 4to estadio. En estos últimos tratamientos, la falta de respuestas 

diferentes del azar, pero con cierta tendencia al escape, podría deberse a tres factores 

combinados: el tamaño de los insectos (larvas 3 < larvas 4 < larvas 5), el tamaño del 

frasco portador de estímulo y el equilibrio de los volátiles en difusión, siendo más 

difícil estimular a la larva puesta a prueba en la arena experimental y por lo tanto, 

necesario un mayor número de insectos. Esto último, bajo el supuesto de que la 

cantidad de secreción liberada es proporcional al tamaño de las larvas.  
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  Entonces, del mismo modo que en el estadio adulto, las larvas de T. infestans 

parecerían liberar algún tipo de secreción en respuesta a una perturbación mecánica. 

Este olor liberado, si bien no es tan intenso y evidente para el olfato humano como lo 

es el olor liberado por los adultos de la especie, puede ser reconocido fácilmente 

cuando varias larvas conjuntamente son perturbadas. 

 Se realizaron diversas técnicas de extracción y análisis químico con el objetivo 

de identificar la secreción volátil que las larvas de T. infestans emiten en un evento de 

perturbación; ya que, las evidencias comportamentales presentadas en este capítulo, 

sumadas a nuestra propia percepción olfativa al manipular los insectos, indicarían la 

presencia de tal secreción. Sin embargo, los diversos esfuerzos por caracterizar 

químicamente la secreción y su origen en el insecto, no resultaron en datos claros que 

permitan concluir una posible composición de la misma. 

 En diferentes etapas del trabajo se detectaron diferencias en los análisis de 

muestras provenientes de larvas perturbadas y sus controles. La presencia del 2-metil-

1-butanol es sin dudas la más clara, y el hecho de que este compuesto forme parte de la 

secreción de alarma de los adultos (Manrique et al., 2006) apoya el resultado obtenido, 

ya que claramente existe la capacidad biosintética en el insecto para producir este 

compuesto. Sin embargo, en otras instancias se detectaron otro tipo de compuestos, los 

que no pudieron ser identificados, o su identificación presenta dudas por aspectos 

metodológicos. La presencia de 4-metil-4-hidroxi-2-pentanona es posible, pero debe 

ser verificada con los controles adecuados, evitando el contacto del material de vidrio 

con acetona y comparando los resultados analíticos con una solución del compuesto 

sintético, ya que éste es comercialmente asequible. El compuesto sintético podría, 

asimismo, utilizarse en bioensayos de olfatometría, de manera de analizar 

comportamentalmente la respuesta evocada en las larvas frente a distintas dosis de este 

compuesto. Este compuesto químico, el 4-metil-4-hidroxi-2-pentanona, ha sido 

reportado por Hefetz y Lloyd (1983) como parte de la feromona de alarma liberada por 

las glándulas anales de la hormiga Tapinoma simrothi pheonicium. 

 Por otro lado, bioensayos como los presentados en la primera parte de este 

capítulo también podrían realizarse para determinar el origen anatómico de esta señal 

química, utilizando como estímulos el regurgitado recolectado ante un evento de 

perturbación, o extractos de las glándulas salivales disecadas. Si bien, parece poco 
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parsimonioso el hecho de sugerir a las glándulas salivales como la fuente de dicha 

secreción; existen trabajos en otros insectos que muestran que dichas glándulas emiten 

su contenido luego de ser atacados (Blum, 1981). Además, los soldados de algunas 

termitas (Termitidae) tienen sus glándulas mandibulares modificadas para defensa 

(Chapman, 1998) o emiten una secreción liberada desde la glándula frontal que junto 

con la saliva tiene función defensiva y de feromona de alarma (Moore, 1968; 

Bordereau et al., 1997). Por otro lado, en hormigas (Chapman, 1998) y en obreras de 

abejas meliponinas (Schorkopf et al., 2009), las glándulas mandibulares son secretoras 

de feromona de alarma. En T.infestans, existen distintos trabajos que analizan las 

glándulas salivales (Reis et al., 2003), las células de las glándulas salivales (Anhê y 

Azeredo-Oliveira, 2008) y el sialoma, i.e., el conjunto de proteínas y enzimas 

existentes en las glándulas salivales (Ribeiro et al., 2012), siempre desde el análisis de 

la hematofagia y los mecanismos involucrados para contrarrestar los sistemas 

inmunológicos, inflamatorios y hemostáticos impuestos por el hospedador. Sin 

embargo, no existen trabajos en los que se ha tomado en cuenta a las glándulas 

salivales de triatominos como posible fuente de volátiles químicos involucrados en la 

comunicación intra o interespecífica. 

 Las técnicas analíticas utilizadas son extremadamente sensibles, produciendo 

resultados claros en una escala de nanogramos. Sin embargo, en todos los estudios 

realizados en este trabajo, los compuestos relevantes encontrados aparecieron en 

cantidades muy pequeñas, apenas detectables. Es posible entonces concluir que la 

secreción es biológicamente activa y perceptible por el olfato humano, pero que está 

compuesta por compuestos volátiles en cantidades menores que en los adultos, o por 

compuestos lábiles que se descomponen en las condiciones de muestreo/análisis 

utilizadas. No obstante, a pesar de no haber podido identificar el/los compuestos 

químico/s involucrado/s, en este trabajo de Tesis se evidenció por primera vez la 

existencia de algún tipo de señal química liberada por las larvas de T.infestans 

perturbadas, que evoca una respuesta de escape en sus conespecíficos, sugiriendo la 

existencia de una feromona de alarma larval. 



51 
 

Apéndice I: Técnicas y análisis químicos  

 
Existen distintos métodos que permiten la recolección de compuestos volátiles 

liberados por las plantas o animales para su posterior análisis e identificación. Este 

procedimiento es esencial para el estudio de feromonas y otros semioquímicos que 

pueden ser responsables de procesos de defensa o de comunicación entre organismos. 

Al ser generalmente compuestos volátiles, los semioquímicos suelen ser analizados 

por cromatografía gaseosa (GC) acoplada a espectrometría de masas (GC-MS), lo que 

permite una separación e identificación de los mismos, así como un análisis 

cuantitativo (Millar y Haynes, 1998). 

Para la recolección de volátiles emitidos desde glándulas exocrinas se han 

implementado distintas técnicas tales como la disección y extracción de las glándulas 

(Rossini et al., 1997; Durak y Kalender, 2007; Durak, 2008; Schorkopf et al., 2009), la 

inmersión de las exuvias en solvente de polaridad adecuada (Aldrich et al., 1991; 

Borges y Aldrich, 1992; Feldlaufer et al., 2010), la utilización de filtros/trampas para 

la adsorción en sistemas de aireación dinámica, tales como Porapak Q, Super Q o 

Tenax GR (Fontán et al., 2002; Wyatt, 2003; Zarbin et al., 2003; Bonacci et al., 2011; 

Liedtke et al., 2011), la microextracción en fase sólida (SPME, Solid Phase 

Microextraction) (Manrique et al., 2006; González Audino et al., 2007) o la utilización 

de capilares de vidrio para la obtención de una secreción líquida (Ho y Millar, 2001; 

Eisner et al., 2004). Entre estas técnicas de muestreo y análisis, el SPME y el análisis 

por cromatografía de gases y espectrometría de masas fueron las más utilizadas en este 

estudio, por lo que se describen a continuación en forma general. 

 
-SPME (Solid Phase Microextraction) 
 
La técnica de SPME se basa en el uso de una fibra cubierta con un absorbente que 

puede extraer compuestos orgánicos volátiles de una matriz líquida o sólida, o de una 

de mezcla en fase gaseosa (Millar y Haynes, 1998; Jones y Oldham, 1999). 

Brevemente, la fibra consiste en una varilla de vidrio recubierta por el material 

adsorbente, el cual varía según el tipo de compuesto de interés, en particular su 

polaridad. La fibra se encuentra protegida dentro de una aguja hueca de acero 

inoxidable, la cual, a su vez, se encuentra contenida en el extremo de un dispositivo 
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tipo jeringa (figura I.1A). Al presionar el émbolo del dispositivo, la fibra sale de la 

aguja para ser expuesta a la matriz que se quiere estudiar. Si esta matriz es sólida, 

suele rasparse la superficie con la fibra; si es líquida se introduce en el líquido por un 

tiempo determinado, y si es gaseosa (aire por ejemplo) simplemente se expone en 

contacto con la fase gaseosa. La adsorción resulta de un equilibrio en el cual los 

compuestos de interés se reparten entre la fibra y la matriz, de modo que esta técnica 

se utiliza en forma estática; esto es, si se pretende obtener compuestos orgánicos 

volátiles del aire, se utiliza un sistema cerrado para favorecer el establecimiento de 

dicho equilibrio. El término headspace suele utilizarse en este contexto, ya que la 

técnica de SPME es frecuentemente utilizada para obtener compuestos volátiles 

liberados al aire por un organismo vivo u otro tipo de matriz, pero sin contactar el 

organismo, sino el aire que lo rodea.  

Una vez realizada la adsorción de los compuestos, la cual puede optimizarse por 

el tipo de fibra, el tiempo de exposición, y la temperatura de trabajo, se retrae el 

émbolo y la fibra se introduce nuevamente en la aguja, quedando así protegida e 

impidiendo la desorción espontánea de los compuestos extraídos (analitos). 

Posteriormente, los analitos son desorbidos térmicamente al exponer la fibra al calor 

del inyector de un cromatógrafo de gases (GC) para su posterior separación 

cromatográfica y análisis (figura I.1B). 

Esta técnica posee ventajas interesantes; es rápida y simple, y las muestras se 

encuentran libres de solvente, de manera tal que al ser inyectadas en un GC, los 

compuestos más volátiles no son enmascarados por el solvente, el cual además puede 

aportar impurezas. En cuanto al trabajo con secreciones de insectos, está técnica no es 

destructiva o invasiva, por lo que permite repetir el muestreo con un mismo insecto sin 

ocasionarle daño. Este método de extracción combinado con el acoplamiento: 

cromatografía de gases-electroantenografía (GC-EAG) se ha convertido en una 

herramienta muy útil para el análisis e identificación de compuestos activos sobre los 

receptores antenales de los insectos (ver Capítulo 3). 

Presenta asimismo algunas desventajas, principalmente la dificultad de obtener 

resultados cuantitativos reproducibles, la adsorción diferencial de volátiles 

determinada por diferentes afinidades por la fase sólida adsorbente, y la imposibilidad 
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de repetir análisis cromatográficos sobre una misma muestra (Lord y Pawlisyn, 1998; 

Millar y Haynes, 1998).  

La primera descripción del uso de SPME para el análisis de feromonas data del 

año 1995 (Malosse et al., 1995), y consistió en analizar la emisión de volátiles del 

gorgojo de la caña de azúcar Metamasius hemipterus (Coleoptera: Curculionidae). 

Actualmente, en la literatura se encuentra una vasta diversidad de trabajos que 

emplean esta técnica para el análisis de semioquímicos relacionados con insectos 

(Robacker y Bartelt, 1996; Mozuraitis et al., 1996; Rochat et al., 2000; Augusto y 

Pires Valente, 2002; Bordereau et al., 2002; Levi-Zada et al., 2013). 

 
 

Figura I.1: Técnica SPME (micro-extracción en fase sólida). En A) se muestra un esquema de la fibra en el 
interior del soporte. En B) se muestra el momento de la desorción (inyección) en el cromatógrafo de gases. 

 

-Cromatografía gaseosa (GC) 

Existen reportes de separaciones rudimentarias realizadas por GC que datan de los 

años ’40; sin embargo, fue en la década siguiente que las limitaciones instrumentales 

fueron resueltas para convertirse en una técnica útil que revolucionó el análisis de 

compuestos orgánicos volátiles (Willett, 1987). 

La cromatografía es un conjunto de técnicas para separar sustancias químicas en 

una mezcla. En general, un sistema cromatográfico consta de una fase móvil y de una 

fase estacionaria que separan los componentes de una mezcla por una afinidad 
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diferencial de cada compuesto hacia una o ambas fases. En un cromatógrafo de gases, 

la fase móvil es un gas inerte (helio, nitrógeno o hidrógeno), que simplemente arrastra 

(gas portador o carrier) los compuestos cuando éstos no están adsorbidos en la fase 

estacionaria. Esta adsorción es diferencial y depende de las características químicas de 

cada compuesto y de la temperatura (figura I.2). La muestra (mezcla) es inyectada, ya 

sea mediante una jeringa o una fibra SPME, y se volatiliza en el inyector. La fase 

estacionaria, de diversa composición química, se encuentra en un tubo de acero o 

vidrio (columna), de longitud y espesor variable, como un sólido o como una delgada 

película en las paredes interiores del tubo. Los componentes de la muestra se mueven a 

distintas velocidades influenciadas por el grado de interacción de cada componente 

con la fase estacionaria de la columna, eluyendo así en el extremo de la columna a 

distintos tiempos desde la inyección, referidos como tiempos de retención. Las 

sustancias que tengan una interacción más favorable con la fase estacionaria tardarán 

más en salir de la columna; es decir, presentarán tiempos de retención mayores. 

La columna se encuentra en el interior de un horno, que permite programar la 

temperatura con etapas isotermas y rampas de aumento de temperatura, permitiendo 

así una separación de componentes más eficiente de acuerdo a la naturaleza química 

de los compuestos de interés. A medida que las sustancias son eluídas a la salida de la 

columna, las mismas deben ser detectadas por diversos sistemas de detección que 

pueden presentar distinto grado de sensibilidad o especificidad. Finalmente, se obtiene 

como resultado un cromatograma que muestra distintos picos, es decir, un aumento en 

la respuesta del detector, en relación al tiempo (figura I.2). 

 
Figura 1.2: Esquema de un Cromatógrafo de Gases (GC) utilizado para el análisis de volátiles.  
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La columna es un componente esencial de un GC, y existen decenas de tipos de 

columna que varían principalmente en el material que compone la fase estacionaria, el 

espesor de la fase estacionaria, el diámetro interno y la longitud de la columna. El 

detector es otro elemento importante y existen distintos tipos que pueden dividirse en 

universales y específicos. Los primeros ofrecen la ventaja de responder prácticamente 

ante cualquier compuesto orgánico volátil y termoestable. Sin embargo, esta misma 

propiedad puede convertirse en un inconveniente cuando se trata de un análisis de 

mezclas muy complejas. Para este caso, la utilización de detectores específicos resulta 

ventajosa, ya que al responder únicamente frente a un grupo limitado de compuestos, 

los cromatogramas que ofrecen resultan ser mucho más simples. La utilización de uno 

u otro depende de conocer previamente, o no, el tipo de compuesto de interés en el 

estudio. Uno de los detectores más ampliamente utilizado en cromatografía gaseosa es 

el detector de ionización por llama (FID). Este tipo de detector es de respuesta 

universal, ya que responde a compuestos con enlaces C-H, por la combustión de los 

mismos en una llama. En el otro extremo, un tipo de detector muy específico y 

ampliamente utilizado en el estudio de semioquímicos en insectos es el detector de 

electroantenograma (EAG), el cual se utiliza acoplado a un cromatógrafo de gases 

(GC-EAD) para registrar la respuesta sensorial periférica de un insecto, generalmente 

basada en sus antenas, a compuestos volátiles para los que posee receptores 

específicos (ver Capítulo 3).  

 
-Cromatografía gaseosa (GC)- Espectrometría de masas (MS) 
 
Las técnicas de cromatografía ofrecen enormes posibilidades para la separación de 

mezclas, pero no para la identificación química de sus componentes, ya que la 

información cualitativa que proporcionan, por ejemplo los tiempos de retención, no 

pueden ser utilizados como criterio, al menos único, para la identificación de 

compuestos. El acoplamiento entre un cromatógrafo de gases y un espectrómetro de 

masas es, probablemente, la técnica combinada de separación/identificación de más 

amplia utilización, ya que combina la capacidad separativa del cromatógrafo con una 

técnica que aporta información estructural de los compuestos. Cuando se trabaja con 

este sistema acoplado, la identificación se basa generalmente en utilizar el espectro de 

masas de cada compuesto a modo de “huella dactilar”, comparando los espectros de 
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masa obtenidos con espectros en bases de datos informatizadas que incluyen miles de 

compuestos. La obtención del espectro de masas depende de un factor fundamental 

que es la ionización de cada compuesto, es decir, transformar un compuesto 

eléctricamente neutro en un ion positivo o negativo, el cual puede trasladarse de forma 

controlada en un sistema de alto vacío, mediante campos electromagnéticos. Existen 

diversas técnicas de ionización disponibles, las cuales se conocen por siglas que las 

describen, como EI (electron impact) o ES (electospray). 
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Capítulo 2:  

 

 “Dinámica de llenado de las glándulas de Brindley de 

adultos de Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae)” 
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Introducción 
 
Las glándulas de Brindley, presentes en los adultos de la subfamilia Triatominae, se 

encuentran ubicadas dorsalmente, extendiéndose hacia la porción lateral del segundo 

segmento abdominal con su orificio de salida localizado en el epímero metatorácico 

(Brindley, 1930; Kälin y Barrett, 1975; Staddon, 1979) (ver Figuras 2 y 3 de la 

Introducción General).  

 El desarrollo de las glándulas de Brindley ocurre durante el último estadio 

larval (5to estadio) y aparentemente finaliza justo antes de la ecdisis del imago (Millen 

et al., 1979). Estas glándulas son descargadas luego de una perturbación mecánica y 

suelen estar asociadas con funciones de alarma y defensa (Schofield, 1979; Ward, 

1981; Cruz López et al., 1995; Rojas et al., 2002; Manrique et al., 2006). 

Particularmente, cuando los adultos de Triatoma infestans son mecánicamente 

perturbados, las glándulas de Brindley emiten componentes volátiles (responsables de 

un olor repugnante fácilmente percibido por el olfato humano), los cuales se postula, 

funcionarían como defensa y/o feromona de alarma (Ward, 1981; Cruz López et al., 

1995; Manrique et al., 2006; González-Audino et al., 2007) ya que generan un 

comportamiento de escape en los estadios inmaduros de la especie (Manrique et al., 

2006).  

 En las últimas décadas se ha investigado tanto la composición química de la 

secreción de las glándulas de Brindley como la de los volátiles liberados por insectos 

perturbados. En T. infestans, la secreción de las glándulas de Brindley fue descripta 

como ácido isobutírico (Schofield, 1979), o como una mezcla compleja de compuestos 

volátiles con el ácido isobutírico (Hack et al., 1980; Cruz López et al., 1995; 

Guerenstein y Guerin, 2004) o el ácido acético (Juárez y Brenner, 1981) como 

componentes principales. Con respecto a la composición química de la mezcla emitida 

por adultos perturbados, en los primeros trabajos, sólo se detectaron ácidos grasos de 

cadena corta (Hack et al., 1980; Juárez y Brenner, 1981) o ácido isobutírico, como el 

único componente ácido de la mezcla, junto con alcoholes y ésteres (Cruz López et al., 

1995; Guerenstein y Guerin, 2004). Sin embargo, Manrique et al. (2006) describieron 

que la mezcla de volátiles incluye tanto a ácidos grasos de cadena corta como a 

ésteres, alcoholes y componentes nuevos como por ejemplo cetonas. Cabe destacar 

que, en la mayoría de los trabajos sobre triatominos, el ácido isobutírico fue descripto 
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como el componente principal, tanto de la secreción de las glándulas de Brindley, 

como del espacio circundante (headspace) de adultos perturbados. 

 Mientras que la composición química y la función de las glándulas defensivas 

han sido estudiadas en profundidad en una gran cantidad de artrópodos (Davidson et 

al., 1989; Dettner y Reissenweber, 1991; Attygalle et al., 2004; Byers, 2006), la 

información referida a la dinámica de llenado de las glándulas exocrinas de 

secreciones defensivas es escasa (Carrel, 1984; Baldwin et al., 1990; Whitman et al., 

1992; Rossini et al., 1997). En particular, Jones et al. (1987) mostró en un estudio 

realizado sobre la langosta Romalea guttata (Orthoptera: Acrididae) que la 

alimentación tiene un efecto en la cantidad y en la calidad de la secreción defensiva 

liberada por esta especie generalista. El estudio de los factores que intervienen en la 

dinámica de llenado de las glándulas representa un componente importante para 

comprender la capacidad defensiva de un insecto en un entorno natural y permite una 

visión más amplia del valor adaptativo y el costo de la defensa química en insectos. 

 Particularmente en los triatominos, Kälin y Barrett (1975), basándose en 

estudios cualitativos mediante observación visual de la secreción y percepción olfativa 

del experimentador, sugirieron que Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) 

recupera la capacidad para una segunda liberación de los compuestos dentro de las 

cinco horas luego de una primera perturbación. Según lo observado por estos autores, 

cuando se realizó la perturbación diariamente, los adultos disminuyeron la respuesta de 

secreción en un 50% luego de 10 días. A su vez, estos autores no observaron ninguna 

diferencia en cuanto a la emisión de secreción entre insectos no alimentados durante 

30-40 días y aquellos alimentados 1 o 2 días antes de la perturbación. Por otro lado, 

Reis Dos Santos-Mallet y De Souza (1990), en un estudio histológico en 

Panstrongylus megistus (Hemiptera: Reduviidae) observaron una variación en la 

forma, tamaño y aspecto de las glándulas de Brindley en insectos con diferente estado 

de ayuno post-ingesta.  

 De los antecedentes surge que en los triatominos la información existente, con 

respecto a la dinámica de llenado de las glándulas de Brindley y los factores que la 

afectan, es escasa y está basada en datos cualitativos. En este capítulo se realizó, 

inicialmente, una estimación cualitativa de la dinámica de llenado y vaciado de estas 

glándulas en T. infestans. En una segunda parte, se analizó la dinámica de llenado 
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mediante una evaluación cuantitativa de las glándulas de Brindley de esta especie a 

partir de la medición, con cromatografía gaseosa, de la masa de su componente 

principal, el ácido isobutírico, en insectos con distintos estados de desarrollo y 

condiciones de ayuno y de perturbación. Por último, se estudió comportamentalmente 

la respuesta de escape de las larvas frente a olores provenientes de adultos con distinto 

grado de llenado de las glándulas de Brindley. 
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Parte 1. Estimación cualitativa del estado de las glándulas de Brindley 

Como ya fuera descripto por Kälin y Barrett (1975) para R. prolixus, la emisión de las 

secreciones de las glándulas de Brindley de T. infestans, luego de una perturbación 

mecánica de los adultos, puede observarse bajo una lupa binocular, e incluso a ojo 

desnudo. Paralelamente, a través del olfato humano es posible percibir la presencia del 

típico olor desagradable de dicha secreción. Si bien este es un método puramente 

cualitativo, nos permitió realizar una primera aproximación sobre la dinámica de 

llenado y vaciado de estas glándulas, que secretan la feromona de alarma, en función 

de la frecuencia de descarga y del estado nutricional de las vinchucas, para luego en la 

segunda parte de este capítulo, realizar un estudio cuantitativo más preciso.  

 
Materiales y Métodos 

-Animales 
 
Los insectos utilizados en estos ensayos fueron obtenidos a partir de huevos de T. 

infestans obtenidos del Servicio Nacional de Chagas, Córdoba, Argentina y criados en 

el laboratorio a 28±1ºC, 30-60% HR, bajo un fotoperíodo de 12:12 horas 

Luz/Oscuridad. Todos los estadios fueron alimentados con gallinas vivas. Tanto las 

gallinas como los insectos fueron manipulados de acuerdo a las reglas de bioseguridad 

del Servicio de Higiene y Seguridad de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de 

la Universidad de Buenos Aires. Los adultos eran separados de la cría común del 

insectario, individualizados en un pequeño frasco con un papel de filtro como sustrato 

y tapas de malla de tul que permiten tanto una aireación continua como la alimentación 

de los insectos, cuando fuera necesario, y luego sometidos a distintos tratamientos 

según la serie experimental. 

 
-Estimación cualitativa de la presencia de la feromona de alarma en glándulas de 
Brindley de adultos de T. infestans 
 
Durante la manipulación periódica de los insectos en el laboratorio se observó que 

frente a una perturbación mecánica los adultos de T. infestans emiten cantidades 

diferentes de la secreción que contiene a la feromona de alarma. A partir de esta 

observación se consideró la hipótesis que postula que la capacidad de las glándulas de 

Brindley de liberar la feromona de alarma puede estar modulada por diversos factores 



62 
 

ambientales y/o fisiológicos. En primer lugar, un individuo que acaba de descargar el 

contenido de sus glándulas necesitaría de un tiempo determinado para conseguir 

cargarlas nuevamente, por lo que se realizaron ensayos con adultos perturbados una o 

más veces. Además, conjeturamos que el grado de ayuno que experimenta un adulto 

podría ser un factor relevante para la producción de los distintos componentes de la 

feromona de alarma, por lo que podríamos encontrar adultos ayunados incapaces de 

recargar sus glándulas inmediatamente luego de una perturbación, de manera tal de no 

poder liberar la secreción. De ser así, una alimentación debería promover la recarga de 

las glándulas recientemente vaciadas.  

 Del mismo modo que Kälin y Barrett (1975) en R. prolixus, se realizaron una 

serie de ensayos comportamentales sobre T. infestans adultos, hembras y machos, con 

diferente grado de ayuno (i.e., alimentados o no) y distinta cantidad de eventos de 

perturbación. La manipulación de los insectos previa a los experimentos se realizó 

cuidadosamente, de manera tal de asegurarse que no hubiese descargas no deseadas de 

la feromona de alarma. Luego a partir de una perturbación mecánica controlada (i.e. 

realizada para generar que los individuos descarguen el contenido de las glándulas), 

donde las patas de cada individuo eran presionadas, de a una por vez, con una pinza 

entomológica durante 30 segundos bajo lupa (Leica Wild M3C 10X), el estado de las 

glándulas fue inferido y categorizado cualitativamente en 3 grupos: llenas, 

parcialmente llenas o vacías. Se consideró que las glándulas se encontraban llenas, 

previo a la perturbación, cuando la secreción fue observada en la superficie de 

evaporación cercana a los orificios de salida de las mismas (figura 2.1) y se percibió el 

olor de la feromona; parcialmente llenas cuando no fue observada la secreción pero se 

percibió el olor y vacías cuando ni la secreción ni el olor fueron observados o 

percibidos.  
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Figura 2.1: Vista lateral del tercer segmento torácico de un adulto de T. infestans. La flecha indica la posición 
del orificio de salida de la secreción liberada por la glándula de Brindley izquierda junto a la zona de 
evaporación, sitio donde se observó la secreción liberada cuando la glándula se encuentra llena, durante un 
evento de perturbación (Foto: Autor desconocido). 
 
 

-Análisis de datos 
 
Para los adultos no alimentados y alimentados, se determinó el porcentaje de insectos 

que presentaron sus glándulas llenas, parcialmente llenas o vacías en función del 

número de perturbaciones. 

 Se partió de un total de 88 adultos, los cuales fueron seguidos a lo largo del 

tiempo en el que recibieron una perturbación por semana. Este número fue variando a 

lo largo de las semanas debido a la muerte de los ejemplares o al descarte de insectos 

que no se alimentaban. 

 Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante un análisis de frecuencia 

(X2 de independencia) para estudiar si el porcentaje de los distintos estados de las 

glándulas de adultos es independiente del número de perturbaciones. 
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Resultados 
 
En una primera serie experimental se trabajó con un grupo de insectos adultos (machos 

y hembras) de una semana de edad post-ecdisis, no alimentados, que fueron 

manipulados cuidadosamente para evitar que descarguen sus glándulas antes del 

experimento. De ellos (N=88), 87% presentaron sus glándulas llenas, el 12% poseían 

sus glándulas parcialmente llenas y una mínima cantidad vacías (figura 2.2).  

 
Figura 2.2: Porcentaje de adultos de T. infestans de 1 semana de vida adulta, no alimentados, que presentaron 
sus glándulas de Brindley llenas, parcialmente llenas o vacías. El 87% de los adultos presentaron sus glándulas 
llenas. (N=88). 
 
 

 Para analizar la dinámica de llenado de las glándulas de Brindley, perturbamos 

a los adultos de T. infestans, con una semana de edad, sin alimentar y nunca antes 

perturbados, una vez por semana durante 6 semanas, evaluando en cada evento la 

presencia de secreción y la percepción de olor, como se explicó anteriormente. 

 Observamos que a medida que aumentaba el número de eventos de 

perturbación, el porcentaje de adultos con sus glándulas llenas disminuyó 

significativamente y la proporción de insectos con las glándulas vacías aumentó (X2 = 

213,69, p<0,05, figura 2.3), sugiriendo que si bien las vinchucas parecen ser capaces 

de recargar las glándulas, luego de varias perturbaciones es más dificultoso 

conseguirlo. 
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Figura 2.3: Porcentaje de adultos de T. infestans no alimentados, perturbados semanalmente, que presentaron 
sus glándulas de Brindley llenas, parcialmente llenas o vacías, en función del número de perturbaciones. A 
medida que aumentaba el número de eventos de perturbación, el porcentaje de adultos con sus glándulas llenas 
disminuyó y la proporción de insectos con las glándulas vacías aumentó (X2 = 213,69, p<0,05). Los números 
entre paréntesis indican el número total de insectos sobre los que se calculó el porcentaje para cada evento de 
perturbación. 
 

 Cuando se analizó el estado de las glándulas en aquellos adultos que fueron 

alimentados semanalmente luego de la respectiva perturbación, se observó que a 

medida que aumentaba el número de eventos de perturbación el porcentaje de adultos 

con sus glándulas llenas se mantuvo alto, por encima de 85% del total de adultos 

analizados (X2 = 2,41, p=0,66, figura 2.4). Esto sugiere que la alimentación cumple un 

papel en la recarga de las glándulas. 
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Figura 2.4: Porcentaje de adultos de T. infestans alimentados, perturbados semanalmente, que presentaron sus 
glándulas de Brindley llenas, parcialmente llenas o vacías, en función del número de perturbaciones. A medida 
que aumentaba el número de eventos de perturbación, el porcentaje de adultos con sus glándulas llenas se 
mantuvo alto (X2 = 2,41, p=0,66). Los números entre paréntesis indican el número total de insectos sobre los que 
se calculó el porcentaje para cada evento de perturbación. 
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Parte 2. Estimación cuantitativa del contenido de las glándulas de Brindley 
 
A partir de los resultados cualitativos previos y considerando que hasta el momento 

sólo existen trabajos experimentales que describen la composición química de las 

secreciones y que proponen la función de las glándulas exocrinas de los triatominos, 

en este capítulo se incorpora la aplicación de técnicas cuantitativas de química 

analítica para estudiar distintos factores involucrados en la dinámica de llenado de las 

glándulas de Brindley de los adultos de T. infestans. 

 Los trabajos previos describen la composición química e incluso la proporción 

relativa de cada compuesto presente en estas glándulas. El ácido isobutírico es 

claramente el componente mayoritario de las glándulas de Brindley de T. infestans. 

Por ello, se analizó la dinámica de llenado de estas glándulas, a partir de la 

cuantificación de la masa de dicho compuesto en insectos con distintos estados de 

desarrollo y condiciones de ayuno y perturbación. Es así que en esta sección, tomando 

en cuenta solamente al ácido isobutírico como un indicador cuantitativo del grado de 

llenado de las glándulas de Brindley, se estudió: 1) el estado de las glándulas de 

Brindley anterior y posteriormente a la ecdisis del imago; 2) el tiempo necesario para 

que los adultos recarguen sus glándulas luego de una perturbación mecánica; 3) el 

efecto de la perturbación repetida de adultos en la recarga de las glándulas y; 4) el 

efecto del estado nutricional de los adultos sobre la capacidad de recarga de dichas 

glándulas.  

 

Materiales y Métodos 

-Animales 

Se utilizaron adultos de T. infestans criados en nuestro laboratorio bajo condiciones 

controladas (ver sección -Animales de la Parte I). Para estudiar el efecto del estado 

nutricional sobre la liberación de la feromona de alarma, algunos adultos fueron 

alimentados individualmente ad libitum sobre gallinas vivas, cuando lo requirió el 

tratamiento.  
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-Extracción de las glándulas 
 
Los adultos de T. infestans fueron disecados, en distintos momentos dependiendo del 

tratamiento, y sus glándulas de Brindley fueron removidas intactas para la posterior 

cuantificación del contenido de ácido isobutírico. Para evitar que los individuos 

descarguen el contenido de las glándulas durante la manipulación y la disección, los 

insectos fueron previamente colocados durante 10 minutos a 10ºC. Una vez 

anestesiados, se los mantuvo inmóviles en una caja de Petri mediante el uso de 

plastilina (Modeling Clay, Model, Buenos Aires, Argentina), dejando el tórax y el 

abdomen expuestos ventralmente. Las glándulas de Brindley fueron disecadas con una 

tijera de microcirugía bajo solución Ringer (Case, 1957). Se realizaron cortes laterales 

desde el 2º esternito abdominal hasta el tórax y un corte medio de lado a lado en el 

abdomen. Luego, la cutícula ventral fue removida, dejando expuestas las glándulas 

(figura 2.5), de manera tal de poder extraerlas para luego introducirlas en un vial (2 

ml) con 0,5 ml de diclorometano (DCM) (Merck® Química, Argentina). Cada muestra 

fue inmediatamente guardada a -20° C durante no más de 48 horas para su posterior 

análisis químico.  

 

 

Figura 2.5: Disección de adultos de T. infestans para remover las glándulas de Brindley. a) Vista ventral del 
adulto, con esternitos removidos, se observa la glándula de Brindley derecha en el interior del tórax. b) Detalle 
de la glándula de Brindley. 
 

 Además de extraer las glándulas de los adultos, se realizaron disecciones de 

larvas de 5° estadio cercanas al momento de la ecdisis del imago. A diferencia de las 
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demás larvas de 5º estadio, estos individuos presentan en su interior un adulto farado, 

fácilmente reconocible, con su cutícula sin esclerotizar y con sus glándulas de 

Brindley totalmente desarrolladas (figura 2.6).  

 

 
 

Figura 2.6: Disección de larvas de 5° estadio de T. infestans. A) En vista ventral, con patas y esternitos 
removidos. Se observa la cutícula del adulto farado en el interior de la larva de 5° estadio, con su glándula de 
Brindley derecha ya desarrollada. B) En detalle se observa la glándula de Brindley ya desarrollada en el interior 
del adulto farado con su cutícula aún sin esclerotizar, dentro de la cutícula de la larva de 5° estadio. 
 

-Cromatografía gaseosa 
 
El análisis cuantitativo es uno de los usos más importantes de la cromatografía gaseosa 

y se basa principalmente en la medición del área por debajo del pico de un compuesto 

determinado. La medición del área se realiza mediante programas de integración para 

luego cuantificarla a partir de una curva de calibración obtenida con un compuesto 

químico estándar sintético (Willett, 1987). 

 En este estudio, la cuantificación de la masa de ácido isobutírico se realizó en 

un cromatógrafo gaseoso (GC) (HP 5890 Series II) equipado con un inyector 

split/splitless y una columna capilar polar (DB WAX, 30 m x 0,25 mm diám. interno, 

0,25 µm de espesor de película). Se utilizó hidrógeno (H2) (1 ml/min) como gas 

portador (carrier), el inyector sin divisor de flujo (modo splitless) a 220ºC, para 

determinar mejor pequeñas cantidades o trazas,  con un detector de ionización de 

llama (FID: Flame Ionization Detector) a 250ºC. El programa de temperatura del 

horno de la columna fue 40ºC durante 4 minutos y luego se elevó hasta 250ºC a 
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7ºC/min. Por último, se mantuvo la temperatura durante un minuto a 250ºC. Estas 

condiciones cromatográficas fueron seleccionadas en base a la bibliografía previa, 

teniendo en cuenta la naturaleza química de los volátiles que componen la secreción 

producida por las glándulas de Brindley. 

 Para el análisis del contenido de ácido isobutírico, las glándulas extraídas 

fueron previamente tratadas con un sonicador (Branson® 200, Taiwan) durante 10 

minutos. En este procedimiento se asume que la membrana del reservorio de la 

glándula se rompe y, de esta manera, el solvente en el cual está sumergida la muestra 

se lleva consigo todo el contenido. Posteriormente, 1 μl de esta solución fue inyectada 

en el puerto de inyección del cromatógrafo gaseoso bajo las condiciones 

cromatográficas descriptas. 

-Determinación del contenido de ácido isobutírico 
 
Dado que el ácido isobutírico es el componente principal liberado por las glándulas de 

Brindley de adultos de T. infestans durante un evento de perturbación mecánica (Hack 

et al., 1980; Cruz López et al., 1995; Guerenstein y Guerin, 2004; Manrique et al. 

2006), su cantidad en las muestras de las glándulas de insectos sometidos a diferentes 

condiciones (i.e., estado de desarrollo y edad del adulto, estado nutricional, número de 

perturbaciones), fue utilizada como un indicador del grado de llenado de las mismas.  

 Una vez inyectadas las muestras en el GC y obtenidos los cromatogramas 

(figura 2.7), el área bajo el pico del ácido isobutírico se calculó mediante el programa 

ChemStation® de HP y subsecuentemente fue comparada, con una curva de 

calibración realizada previamente, para estimar la concentración de ácido isobutírico 

presente en las muestras de las glándulas. 

 Se utilizó ácido isobutírico sintético (Sigma- Aldrich®, Alemania, 98% pureza) 

para realizar las diluciones con DCM y así obtener la curva de calibración. Las 

concentraciones utilizadas fueron: 4, 10, 20, 50 y 75 ppm. Luego, 1 μl de cada una fue 

inyectada en el cromatógrafo bajo las mismas condiciones descriptas anteriormente. 

La concentración de ácido isobutírico de las muestras de las glándulas fue calculada a 

partir de la ecuación (y = 575,232x – 4298,8; R2 = 0,9992) obtenida a partir de la 

regresión lineal de la curva de calibración, donde y = concentración de ácido isobutírico 

(mg/ml) y x = área del pico. 
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Figura 2.7: Ejemplo de los cromatogramas resultantes (en este caso 4) luego de la inyección de las muestras en 
el cromatógrafo. En rojo se indican los picos pertenecientes a ácido isobutírico, sobre los cuales se calculó el 
área para luego calcular la masa de dicho compuesto químico presente en las glándulas de Brindley de adultos de 
T. infestans.  
 

-Series experimentales 
 
Para estudiar la dinámica de llenado de las glándulas de Brindley y su modulación por 

factores como el desarrollo y la edad del adulto, el estado nutricional y la ocurrencia 

de perturbaciones múltiples, se definieron los siguientes grupos experimentales:  

1- adultos farados no alimentados ni perturbados, (en el interior de larvas de 5° 

estadio antes de la ecdisis del imago) (N = 11);  

2- adultos no alimentados ni perturbados, recién mudados, antes del 

endurecimiento de la cutícula (N = 10) 

3- adultos no alimentados ni perturbados, recién mudados, luego del 

endurecimiento de la cutícula (N = 17);  

4- adultos no alimentados ni perturbados, de 1 mes de edad (N = 7);  

5- adultos no alimentados, perturbados una única vez, disecados a las 3 horas (N = 

14), a las 24 horas (N = 9) o 1 semana (N = 9) después de la perturbación; 
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6- adultos no alimentados, perturbados semanalmente 3 (N = 9), 4 (N = 9) o 5 

veces (N = 6), disecados 1 semana después a la última perturbación; 

7- adultos alimentados, perturbados semanalmente 3 veces (N = 9), disecados 1 

semana después de la última perturbación. 

 

-Análisis de datos 
 
La cantidad de ácido isobutírico de cada par de glándulas de Brindley de los adultos 

recién mudados con su cutícula ya esclerotizada y nunca antes perturbados se tomó 

como el valor estándar del contenido de dichas glándulas y se lo categorizó como un 

equivalente de adulto (EA). Luego, para cada individuo, el contenido de cada par de 

glándulas de Brindley fue registrado y relativizado a la cantidad de ácido isobutírico 

presente en 1 equivalente de adulto (EA). De este modo, se presenta en los gráficos la 

cantidad de ácido isobutírico presente en las glándulas de los distintos individuos 

como una proporción en función de 1 EA. Valores de EA cercanos a 0; 0,5 o 1 

indicarían que las glándulas están vacías, con la mitad de su contenido o llenas, 

respectivamente. Se realizaron T-Test de 1 muestra para evaluar la existencia de 

diferencias significativas con el valor esperado de EA = 1 (valor que indicaría que la 

glándula está llena). Valores significativamente menores a 1 indicarían que la glándula 

no se encuentra llena. Por otro lado, se realizó un T-Test o un análisis de varianza 

(ANOVA) de 1 factor para analizar diferencias entre tratamientos, seguido de 

comparaciones a posteriori (Test de Fisher) cuando fue necesario. 
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Resultados 

-Contenido de las glándulas de Brindley y su relación con el desarrollo del adulto 
 
Los adultos recién mudados con su cutícula ya esclerotizada nunca antes perturbados 

ni alimentados deberían tener sus glándulas de Brindley llenas al máximo. La cantidad 

de ácido isobutírico promedio que una glándula de los adultos de este grupo presentó, 

medida a través de la cromatografía gaseosa, fue de 5,7 µg. Teniendo en cuenta que se 

trata de estructuras pares que liberan sus volátiles en simultáneo, se calculó que el 

contenido total de un adulto o Equivalente de Adulto (EA) es de 11, 36 µg (figura 2.8, 

línea horizontal punteada). Los restantes resultados obtenidos para los distintos 

tratamientos fueron relativizados a dicho valor.  

Al cuantificar el contenido de ácido isobutírico de los adultos farados en el 

interior de larvas de 5º estadio cercanas a la muda, se obtuvo un EA = 0,2, resultado 

que al ser significativamente distinto de 1EA (T-Test de 1 muestra, p<0,05) (figura 

2.8) evidencia que sus glándulas se encontraban vacías. Sin embargo, al analizar el 

contenido de ácido isobutírico de las glándulas de adultos recién mudados con su 

cutícula aún no esclerotizada, no se observaron diferencias significativas con respecto 

a 1EA (T-Test de 1 muestra, p>0,05). El mismo resultado se observó para adultos de 

un mes de edad nunca antes perturbados (T-Test de 1 muestra, p>0,05) (figura 2.8), 

demostrando que en estos dos grupos sus glándulas están llenas.  

 Además, el análisis estadístico mostró que el contenido de ácido isobutírico de 

las glándulas varió significativamente entre los tratamientos (ANOVA de 1 factor, 

p=0,049), siendo el contenido de ácido isobutírico del adulto farado significativamente 

menor que el contenido del adulto recién mudado sin esclerotizar (Test de Fisher, 

p=0,031) pero no difirió del contenido del adulto esclerotizado de un mes de edad 

(Test de Fisher, p>0,05). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el 

contenido de ácido isobutírico de adultos sin esclerotizar y de adultos esclerotizados de 

un mes de edad (Test de Fisher, p>0,05) (figura 2.8). Si bien no se observaron 

diferencias significativas entre el contenido de ácido isobutírico de las glándulas de los 

adultos esclerotizados de un mes de edad con los otros dos tratamientos, el llenado de 

las glándulas parecería ocurrir de manera gradual con el desarrollo del adulto. 
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Figura 2.8: Contenido de ácido isobutírico de las glándulas de Brindley en función del desarrollo del adulto de 
T. infestans. Los adultos farados presentaron sus glándulas de Brindley ya desarrolladas pero aún no llenas, 
ocurriendo el llenado aparentemente en forma gradual con el desarrollo del adulto.  
1 EA representa la cantidad de ácido isobutírico que presentó un adulto recién mudado, esclerotizado sin 
perturbación previa. Adulto farado: adulto en el interior de larva del 5to estadio, antes de la ecdisis del imago 
(N=11); Adulto s/escler.: adulto recién mudado sin esclerotizar y sin perturbar (N=10); Adulto escler.: adulto 
esclerotizado y sin perturbar de un mes de edad (N=7). El asterisco representa diferencias significativas con 
respecto a 1EA (T-Test de 1 muestra, p<0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas entre 
tratamientos (Test de Fisher, p=0,031). 
 
 

-Dinámica de recarga de las glándulas de Brindley luego de un único evento de 
perturbación  
 
Al analizar el tiempo requerido para que el adulto recupere el contenido de sus 

glándulas de Brindley (EA = 1) luego de una única descarga, se observó que no 

pudieron completar el llenado de las mismas, ni siquiera luego de una semana desde la 

perturbación (figura 2.9). Tanto el EA luego de 3 horas, 1 día o 1 semana luego de la 

perturbación fueron significativamente menores que 1EA (T-Test de 1 muestra, 

p>0,05 para todos los tratamientos). Sin embargo se observó una tendencia a que los 

individuos las recarguen a lo largo del tiempo ya que el contenido de ácido isobutírico 

del adulto perturbado disecado 3 horas después de la perturbación fue 

significativamente menor al contenido de las glándulas del adulto perturbado disecado 

7 días después de la perturbación (Test de Fisher, p=0,003). Por otro lado, el contenido 

de ácido isobutírico de las glándulas de los adultos disecados 1 día después de la 

perturbación no fue significativamente diferente de los otros dos tratamientos (Test de 
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Fisher, p>0,05 para ambos casos), demostrando que la recarga de las glándulas 

parecería ocurrir gradualmente (figura 2.9). 
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Figura 2.9: Dinámica de recarga de las glándulas de Brindley de adultos de T. infestans luego de un único 
evento de perturbación. Luego de 1 semana transcurrida desde la perturbación, los adultos no recuperan el 
contenido total de sus glándulas. La recuperación parecería ser gradual. 
1 EA representa la cantidad de ácido isobutírico que presentó un adulto recién mudado, esclerotizado sin 
perturbación previa. D 3 h: adulto perturbado, disecado 3 horas después de la perturbación (N=14); D 1 d: adulto 
perturbado, disecado 1 día después de la perturbación (N=9); D 7 d: adulto perturbado, disecado 7 días después 
de la perturbación (N=9). Los asteriscos indican diferencias significativas con 1 EA (T-Test de 1 muestra, 
p<0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Test de Fisher, p=0,003). 
 

-Dinámica de recarga de las glándulas de Brindley luego de varios eventos de 
perturbación  
 
En el punto anterior se mostró que aún 7 días después de una perturbación los adultos 

no fueron capaces de recuperar el contenido total original (1EA) de ácido isobutírico 

de sus glándulas. En esta parte se analizó si además, luego de varios eventos de 

perturbación independientes el poder de recuperación disminuye aún más o no. Se 

observó que el contenido de ácido isobutírico varió significativamente entre 

tratamientos cuando la capacidad de recarga, luego de distinto número de eventos de 

perturbación, fue analizada (figura 2.10) (ANOVA de 1 factor, p=0,022). Como se 

mostró anteriormente, un solo evento de perturbación fue suficiente para disminuir 

significativamente el contenido de ácido isobutírico con respecto a 1EA (T-Test de 1 

muestra, p>0,015). Además, si bien no se encontraron diferencias significativas en el 
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contenido que presentan las glándulas de adultos con 1, 3 y 4 perturbaciones (Test de 

Fisher, p>0,05 para todas las comparaciones), sí se observó una disminución gradual 

en dicho contenido, siendo evidente entre los adultos con 1 y 5 perturbaciones, donde 

se encontraron diferencias significativas en el contenido de ácido isobutírico entre 

ambos tratamientos (Test de Fisher, p=0,002).  
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Figura 2.10: Dinámica de recarga de las glándulas de Brindley de adultos de T. infestans luego de varios eventos 
de perturbación. Una perturbación es suficiente para disminuir significativamente el contenido de ácido 
isobutírico de las glándulas. Al aumentar el número de perturbaciones, disminuye gradualmente el contenido de 
ácido. 
1 EA representa la cantidad de ácido isobutírico que presentó un adulto recién mudado, esclerotizado sin 
perturbación previa. P1: adulto 1 vez perturbado (N=9); P3: adulto 3 veces perturbado (N=9); P4: adulto 4 veces 
perturbado (N=9); P5: Adulto 5 veces perturbado (N=6). En todos los casos, 1 perturbación por semana. Los 
asteriscos indican diferencias significativas con respecto a 1 EA (T-Test de 1 muestra, p<0,05). Letras diferentes 
indican diferencias significativas entre tratamientos (Test de Fisher, p=0,002). 
 

-Efecto del estado nutricional en el llenado de las glándulas de Brindley luego de un 
evento de perturbación 

 

Cuando se analizó la capacidad de recarga de las glándulas como una función del 

estado nutricional de los insectos, se encontró que el contenido de ácido isobutírico fue 

significativamente afectado por el tratamiento (T-Test, p=0,001, figura 2.11). Luego 

de haber perturbado tres veces (1 vez por semana) a un adulto no alimentado, el 

contenido de ácido isobutírico en sus glándulas fue significativamente diferente a 1EA 

(T-Test de 1 muestra, p<0,05). No obstante, el contenido de las glándulas de Brindley 
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de un adulto alimentado a repleción luego de ser perturbado tres veces, logró ser 

recuperado, al no presentar diferencias significativas con 1EA (T-Test de 1 muestra, 

p>0,05).  
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Figura 2.11: Efecto del estado nutricional en el llenado de las glándulas de Brindley de adultos de T. infestans. 
La alimentación luego de las perturbaciones permitió recuperar el contenido de 1EA. 
1 EA representa la cantidad de ácido isobutírico que presentó un adulto recién mudado, esclerotizado sin 
perturbación previa. P3: adulto 3 veces perturbado. N=9 para ambos tratamientos. El asterisco indica diferencias 
significativas con respecto a 1 EA (T-Test de 1 muestra, p<0,05). Letras diferentes indican diferencias 
significativas entre tratamientos (T-Test, p=0,001). 
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Parte 3. Respuestas comportamentales de larvas de T. infestans enfrentadas a 
la feromona de alarma de adultos 
 
Previamente ha sido demostrada la existencia de una respuesta de escape de larvas de 

T. infestans expuestas a los volátiles liberados por adultos perturbados, expresada 

como un aumento en la actividad locomotora y una respuesta direccional de evitación 

(Manrique et al., 2006). Partiendo de los resultados presentados en secciones 

anteriores del presente capítulo, que nos permitió conocer con precisión cuál es la 

carga de ácido isobutírico de las glándulas de Brindley de adultos sometidos a distintos 

tratamientos relacionados con el número de perturbaciones y el estado nutricional de 

los insectos, se analizó en esta parte la relación entre el grado de llenado de las 

glándulas de los adultos y la respuesta comportamental de escape de las larvas. Para 

este último punto se asumió como válida la función de alarma de los volátiles 

liberados por las glándulas de Brindley de T. infestans, sugerida previamente (Ward, 

1981; Manrique et al., 2006). 

 

Materiales y Métodos 

-Animales 
 
Se utilizaron larvas de 4º estadio con un ayuno de 10 a 15 días post-ecdisis y adultos 

no perturbados con ayuno de 5 a 10 días post-ecdisis de T. infestans criados en nuestro 

insectario bajo condiciones controladas (ver sección –Animales de la Parte I). Para 

estudiar el efecto del estado nutricional sobre la liberación de la feromona de alarma, 

algunos adultos fueron alimentados individualmente ad libitum sobre gallinas vivas, 

cuando así lo requirió el tratamiento.  

 Todos los experimentos fueron realizados durante las primeras horas de la 

escotofase (i.e., 1-5h luego de que la luz se apagara) abarcando el período de máxima 

actividad observada para las vinchucas (Lazzari, 1992). A su vez, los experimentos 

fueron llevados a cabo en condiciones de oscuridad funcional, respetando así la fase 

del fotoperíodo en el cual los animales se encontraban, y evitando además la posible 

utilización de señales visuales por parte de las vinchucas durante los ensayos. La 

temperatura y la humedad relativa del cuarto experimental utilizado fueron mantenidas 

a 25º ± 1º C y 40 ± 10% HR, respectivamente. 
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-Dispositivo experimental y procedimiento 
 
Para evaluar la respuesta de escape de larvas de 4° estadio de T. infestans enfrentadas 

a volátiles provenientes de adultos perturbados, se utilizó el mismo olfatómetro 

descripto en el Capítulo 1 (figura 1.1). Brevemente, el dispositivo consta de una arena 

experimental rectangular de 10x5 cm, a la cual se conectan dos frascos-estímulo, uno 

conteniendo un adulto, que al ser estimulado mecánicamente liberaba el contenido de 

sus glándulas y el otro era utilizado como control (ver abajo). De esta forma se 

conseguía un gradiente químico al nivel del piso de la arena. El comportamiento de 

evitación espacial de las larvas era registrado con una video cámara y grabado 

digitalmente.  

 En cada ensayo individual, un frasco estímulo fue utilizado como control, es 

decir, conteniendo un adulto sin perturbar, y el otro frasco fue utilizado para el 

estímulo, es decir, un adulto perturbado. Ambos frascos fueron conectados a la sub-

cámara inferior y una larva fue luego ubicada en el centro de la arena experimental, 

cubierta con un pequeño frasco invertido durante un minuto para permitir la 

familiarización con el contexto y la difusión de los olores. De esta manera, los 

volátiles provenientes del insecto, perturbado o sin perturbar, ingresaban por difusión 

independientemente en cada una de las partes de la sub-cámara y continuaban 

difundiendo a través de los pequeños orificios hacia la arena experimental donde se 

encontraba la larva a testear. Luego, la larva fue liberada con delicadeza retirando el 

pequeño frasco que la cubría y su comportamiento fue registrado durante 4 minutos 

mediante una video-cámara sensible a luz infrarroja conectada a una grabadora digital.  

 Para evitar la perturbación de los adultos se procedió de manera similar que en 

el Capítulo 1 para el caso de las larvas, permitiendo que los insectos asciendan 

voluntariamente a una pequeña tira de papel de filtro para luego esperar que también 

voluntariamente desciendan del papel en el interior del frasco estímulo. Para la 

perturbación, una vez en el interior del frasco estímulo, mediante la utilización de una 

pinza entomológica se sujetaron las patas del adulto durante 30 segundos, tiempo 

suficiente para generar la liberación de la secreción. 

 Como sustrato de la arena experimental se utilizó un papel de filtro con 

pequeños orificios coincidentes con los orificios del piso del dispositivo. El mismo fue 

cambiado luego de cada ensayo para evitar cualquier tipo de contaminación química 
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eventualmente dejada por las larvas. Para evitar el posible efecto de una 

heterogeneidad espacial en la distribución de las larvas sobre la arena experimental, la 

posición de los estímulos fue alternada al azar entre los ensayos. 

-Series experimentales 
 
Según la condición de los adultos que se utilizaron como estímulo, se definieron series 

experimentales en las que se colocaba en un frasco estímulo siempre un adulto sin 

perturbar y en el otro frasco estímulo un adulto tratado de la siguiente manera: 

1- Un adulto no alimentado, nunca antes perturbado que se mantenía sin perturbar 

durante el ensayo (Control) (N=40). 

2- Un adulto no alimentado, nunca antes perturbado que era perturbado durante el 

ensayo (N=40) (equivalente a 1EA de la parte 2, P en figura 2.12). 

3- Un adulto no alimentado, anteriormente perturbado 3 veces (1 

perturbación/semana) que era perturbado durante el ensayo (N=20) (P3 No 

Alimentado en figura 2.12). 

4- Un adulto alimentado, anteriormente perturbado 3 veces (1 

perturbación/semana) que era perturbado durante el ensayo (N= 9) (P3 

Alimentado en figura 2.12). 

 

-Análisis de datos 
 
Del mismo modo que en el Capítulo 1, se analizaron los videos mediante el uso de un 

programa de análisis de datos (e.g. tipo The Observer 2.01, Noldus Information 

Technology, The Netherlands). Para cada individuo se registró su preferencia olfativa 

sobre la arena experimental en función del gradiente de olores formado por la 

presencia de un adulto perturbado colocado en uno de los lados de la arena 

experimental. Se registró así el tiempo transcurrido en cada uno de los lados de la 

arena experimental y se calculó un índice de preferencia, IP = (TC − TE)/(TC + TE), 

cuyos valores se encuentran entre -1 y 1. Los valores de IP cercanos a -1, 0, o 1 

indican repelencia, distribución al azar o atracción al estímulo, respectivamente. Las 

desviaciones frente a una distribución al azar (es decir IP=0) de las larvas sobre la 

arena experimental se evaluaron para cada tratamiento con un T-Test de 1 muestra. 
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Resultados 

-Respuesta comportamental de las larvas frente a olores provenientes de adultos 
perturbados bajo diferentes regímenes de alimentación 
 
Los resultados obtenidos en el análisis de la respuesta comportamental de las larvas 

frente a volátiles provenientes de adultos perturbados con distinto grado de ayuno se 

muestran en la figura 2.12. Las larvas enfrentadas a olores provenientes de adultos sin 

perturbar mostraron una distribución al azar sobre la arena experimental (IP=-0,13) 

(N= 40, T-Test de 1 muestra =-1,33, p=0,19). Contrariamente, las larvas evitaron el 

lado de la arena experimental con mayor concentración de volátiles provenientes de 

adultos no alimentados perturbados por primera vez durante el ensayo (P en figura 

2.12) (IP=-0,18, N= 40, T-Test de 1 muestra = -2.58, p=0,014). Sin embargo, se 

observó que las larvas que fueron enfrentadas a volátiles provenientes de adultos no 

alimentados que habían sido perturbados 3 veces antes de ser perturbados durante el 

ensayo, mostraron una distribución al azar sobre la arena experimental (P3 No 

Alimentado en figura 2.12) (IP=0,031, N= 20, T-Test de 1 muestra = 0,34, p=0,75). 

Contrariamente, las larvas enfrentadas a olores provenientes de adultos alimentados 

que habían sido perturbados 3 veces antes de ser perturbados durante el ensayo, 

mostraron una clara respuesta de escape (P3 Alimentado en figura 2.12) (IP=-0,45, 

N=9, T-Test de 1 muestra = -3,22, p=0,012), denotando la importancia de la 

alimentación en la recarga de la glándulas luego de una perturbación mecánica.  
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Índice de Preferencia

Lado del Control Lado del Estímulo

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Adulto sin perturbar

P 

P3 No alimentado

P3 Alimentado

*

*

 
Figura 2.12: Respuesta comportamental de larvas de 4° estadio de T. infestans enfrentadas a volátiles 
provenientes de adultos bajo diferentes regímenes de alimentación. Las larvas mostraron repelencia al ser 
expuestas a volátiles liberados por adultos perturbados 1 vez y por adultos perturbado 3 veces y posteriormente 
alimentados.  
P: adulto perturbado, que equivale a 1EA; P3: adulto 3 veces perturbado. Los asteriscos indican diferencias 
significativas de un IP = 0 (T-Test de 1 muestra, p<0,05). 
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Discusión 
 
En este capítulo se analizó la dinámica de llenado de las glándulas de Brindley de los 

adultos de T. infestans. En particular, utilizando métodos cualitativos, cuantitativos y 

evaluando el propio comportamiento de conespecíficos, se estudió la recarga de dichas 

glándulas en función de diversos factores, como el estado de las glándulas antes y 

después de la ecdisis imaginal, el número de veces que fuera descargada, el estado 

nutricional de los adultos y el tiempo transcurrido desde la última descarga.  

 En relación al desarrollo, se encontró que el llenado de las glándulas ocurre 

gradualmente desde el adulto recién mudado al adulto ya esclerotizado. Si bien el 

desarrollo de las glándulas de Brindley ocurre durante el 5° estadio larval y finaliza 

justo antes de la ecdisis del imago (Millen et al., 1979), en este capítulo se encontró 

que las glándulas de los adultos farados poseen en su interior una cantidad muy baja de 

ácido isobutírico, sugiriendo que aún no son funcionales. Como a esta altura del 

desarrollo la cutícula de la larva de 5º estadio aún cubre al adulto farado y, como no 

existe conexión con el exterior desde los orificios de salida de las glándulas, resulta 

lógico pensar que se mantengan no funcionales. Además, estos resultados son 

congruentes con trabajos previos de Henrici (1938, 1940) sobre otras especies de 

Hemiptera, que muestran que las glándulas abdominales y metatorácicas se terminan 

de formar antes de la ecdisis pero las células secretoras de las glándulas comienzan a 

descargar su secreción luego de la ecdisis. Los resultados obtenidos parecen sugerir 

que el llenado de las glándulas de Brindley luego de la ecdisis, ocurre gradualmente a 

medida que la cutícula se va endureciendo desde el adulto recién mudado sin 

esclerotizar hasta el adulto esclerotizado. Una vez alcanzado el punto máximo definido 

en este trabajo como un equivalente adulto o EA, se observó que las glándulas se 

mantendrían llenas a lo largo del tiempo en ausencia de eventos de perturbación.  

 En el análisis del curso temporal del llenado de las glándulas de Brindley luego 

de una pertubación se observó que las glándulas recuperan el contenido de ácido 

isobutírico de manera gradual, ya que el contenido de ácido isobutírico aumentó 

progresivamente de 3 horas a 1 semana luego de una perturbación. Sin embargo, luego 

de 1 semana no fue posible recuperar el contenido íntegro inicial de las glándulas, al 

menos en adultos sin alimentar. 
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 Considerando la descarga de las glándulas en relación al número de eventos de 

perturbación, se demostró que una única perturbación sería suficiente para descargar 

las glándulas. Sin embargo, esto no significa que estén totalmente vacías. De hecho, 

observamos que 3 o más perturbaciones reduciría aún más el contenido de ácido 

isobutírico, siendo esta reducción dependiente del número de perturbaciones. A partir 

de este resultado, uno podría plantearse si una pequeña cantidad de ácido, la que se 

supone permanece en la glándula luego de la perturbación, podría ser 

comportamentalmente funcional como para disparar la respuesta de escape. Partiendo 

de este interrogante planeamos los experimentos de comportamiento. Cuando la 

respuesta comportamental de las larvas frente a olores de adultos no alimentados 

perturbados semanalmente 3 veces fue evaluada, no se observó respuesta de escape. 

Parecería ser que la secreción resultante de este bajo contenido glandular no es 

suficiente para funcionar como alarma. Sin embargo, esto fue revertido cuando estos 

insectos 3 veces perturbados fueron posteriormente alimentados y su secreción 

liberada fue utilizada como estímulo para las larvas. En este caso, las larvas mostraron 

en el olfatómetro una clara respuesta de escape. Conjuntamente, el contenido de ácido 

isobutírico en las glándulas mostró un aumento cuando los adultos bajo el mismo 

tratamiento fueron alimentados, lo que refleja la dependencia del estado nutricional 

con la capacidad de recarga de las glándulas de Brindley. Esta recarga del contenido 

de ácido isobutírico alcanzó valores similares a aquellos obtenidos de las glándulas 

llenas de adultos no perturbados, alrededor de 11 µg, un valor comparable al máximo 

contenido de ácido isobutírico obtenido de glándulas llenas. Estos resultados sugieren 

un claro papel de la alimentación en la producción de los compuestos que componen la 

feromona de alarma de las vinchucas, o por lo menos del componente mayoritario, el 

ácido isobutírico.  

 Sin embargo, al momento de relacionar la dinámica de llenado de las glándulas 

de Brindley con la alimentación, es necesario tener en cuenta la frecuencia de 

alimentación de los adultos de T. infestans en condiciones naturales. De acuerdo a 

diferentes autores, la tasa de alimentación de los adultos de esta especie podría estar 

afectada por diferentes factores, tales como la especie hospedadora (a través del 

comportamiento defensivo diferencial entre distintos hospedadores), la disponibilidad 

del hospedador (mediada por las prácticas de manejo de los animales domésticos), el 
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período reproductivo y la temperatura, entre otros (Catalá, 1991; Lehane, 1991; López 

et al. 1999; Ceballos et al., 2005). Particularmente, Ceballos et al. (2005) afirmaron 

que en poblaciones peridomésticas de T. infestans, los adultos se alimentan cada 2,9 

días en primavera, cada 4,3 días en verano, cada 7 días en otoño y cada 5,6 días en 

invierno. Por su lado, en adultos de la misma especie pero de poblaciones domésticas, 

las tasas de alimentación oscilan entre 2 y 3 días (Ricardo Gurtler, comunicación 

personal). Esta información refleja una alta tasa de alimentación de los adultos de esta 

especie. Las feromonas de alarma funcionan alertando a la población sobre la 

presencia de un potencial peligro y promoviendo distintos tipos de respuestas que 

llevan a la evitación de los posibles predadores. Los triatominos son negativamente 

fototrópicos y durante las horas del día, estos insectos usualmente se mantienen 

inactivos, agregados en sitios protegidos. Para alimentarse, deben dejar su refugio 

exponiéndose a potenciales peligros ya que la búsqueda y ubicación del hospedador 

son actividades particularmente peligrosas, de manera que podría ser importante para 

estos insectos tener sus glándulas de Brindley funcionales. Para los triatominos, una 

fuente de peligro son los predadores, incluyendo sus hospedadores, los cuales, aunque 

son la fuente de alimento de estos insectos, pueden comportarse también como 

predadores al intentar evitar la picadura de los triatominos. Considerando los 

resultados obtenidos en este capítulo de la tesis, con al menos cuatro eventos de 

perturbación en adultos no alimentados, la función de alarma podría no ser cumplida 

debido al estado de las glándulas, ya que la respuesta de escape podría no ser evocada 

en larvas estimuladas con olores provenientes de adultos bajo estas condiciones. Sin 

embargo, una alimentación frecuente en adultos de T. infestans probablemente 

permitiría la recarga de las glándulas. Además, es de esperar que no todos los adultos 

que salen de sus refugios para alimentarse sean perturbados por sus hospedadores o 

por sus predadores, proporcionando así a la población del insecto con un número de 

adultos capaz de liberar la feromona de alarma. 

 En resumen, en este capítulo se demostró que, tomando al contenido de ácido 

isobutírico como un indicador cuantitativo del estado de las glándulas, la dinámica de 

llenado de las glándulas de Brindley depende de la alimentación. El llenado de las 

glándulas ocurre gradualmente desde adultos recién mudados a adultos esclerotizados. 

Una vez que la cutícula se encuentra esclerotizada, la recarga de las glándulas luego de 
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una perturbación ocurrió gradualmente y disminuyó luego de sucesivos eventos de 

perturbación. El grado de ayuno podría limitar la capacidad de recarga de las glándulas 

de Brindley para una eventual liberación de la secreción frente a una nueva 

perturbación lo cual podría verse reflejado en el comportamiento de las larvas. 
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Capítulo 3: 
 

“Identificación de compuestos activos de la feromona 

de alarma liberada por los adultos de Triatoma 

infestans (Hemiptera: Reduviidae)” 



88 
 

Introducción 

Las feromonas son sustancias químicas emitidas por un individuo y que promueven 

una modificación fisiológica o del comportamiento de otro individuo de la misma 

especie. En algunos casos, la feromona consiste en un único compuesto, como la 

feromona sexual liberada por la hembra del gusano de seda Bombyx mori, formada 

únicamente por un alcohol, el bombicol, que atrae a los machos de esa especie 

(Butenandt et al., 1961). Sin embargo, en la gran mayoría de las especies de insectos 

las feromonas están constituidas por mezclas de compuestos (Schulz, 2004; Symonds 

y Elgar, 2008) con identidad específica dada no solo por la calidad (i.e., composición 

química) sino también por la proporción de cada uno de los compuestos en la mezcla. 

Al ser presentados de manera individual, los diferentes componentes de una feromona 

pueden evocar un comportamiento determinado o carecer completamente de efecto. Al 

ser presentados juntos, pueden actuar sinérgicamente en algunos casos y, en otros, 

evocar respuestas diferentes a la evocada por la mezcla completa que forma la 

feromona liberada por el emisor (Chapman, 1998). 

 La identificación de los componentes biológicamente activos dentro de estas 

mezclas requiere el uso de técnicas relativamente sofisticadas y variadas que permitan 

abordar la misma problemática desde diversas aproximaciones. En general un enfoque 

multidisciplinario de este tipo debería combinar: 1) estudios de cromatografía gaseosa 

de alta resolución (Wadhams, 1990) del contenido de las glándulas secretoras y de la 

mezcla liberada por los individuos, para determinar los componentes individuales y las 

proporciones de los mismos; 2) registros electrofisiológicos del sistema sensorial 

periférico y/o de centros superiores de integración olfativa del sistema nervioso 

central, para determinar cuáles son los compuestos detectados y percibidos por los 

insectos; 3) estudios comportamentales con los compuestos presentados de manera 

individual o de forma combinada, para estudiar cómo cada compuesto o combinación 

de ellos puede modular el comportamiento de los individuos, y entender así posibles 

interacciones sensoriales, como por ejemplo sinérgicas o inhibitorias.  

 Mientras las respuestas electrofisiológicas registradas desde la antena del 

insecto ocurren a nivel periférico, las respuestas comportamentales dependen 

mayormente del procesamiento de esta entrada periférica dentro del sistema nervioso 

central. Es por eso que para un estudio completo y caracterización de una feromona, 
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además de obtener la información acerca de la sensibilidad a cierto compuesto 

mediante técnicas electrofisiológicas, es necesario la realización de ensayos 

comportamentales para entender cómo el animal se comportará en respuesta frente a 

dicho compuesto (Bruce et al., 2005). 

 Como se mencionó anteriormente, al igual que en la mayoría de los triatominos, 

los adultos de T. infestans poseen dos pares de glándulas exocrinas, metasternales y de 

Brindley. Ante una perturbación mecánica, los adultos de esta especie liberan una 

feromona de alarma cuya composición química ha sido ya descripta en varios trabajos 

que identificaron, por medio de distintas técnicas, los componentes volátiles 

individuales que la conforman (Schofield, 1979; Hack et al., 1980; Juárez y Brenner, 

1981; Cruz-López et al., 1995; Guerenstein y Guerin, 2004; Manrique et al., 2006; 

González Audino et al., 2007; Bohman et al., 2011). En la gran mayoría de estos 

trabajos se ha reportado al ácido isobutírico como componente mayoritario de la 

mezcla de olores liberada, acompañado en menor proporción de otros ácidos grasos de 

cadena corta, cetonas, alcoholes y ésteres. En particular, Manrique et al. (2006) 

utilizando una fibra SPME (micro-extracción en fase sólida) para la colecta de 

volátiles y GC-MS (cromatografía de gases asociado a espectrómetro de masas) para 

su identificación, analizaron los volátiles de adultos de T. infestans perturbados, 

encontrando que liberan una secreción compuesta por 14 compuestos volátiles 

provenientes de ambos pares de glándulas exocrinas, entre los que se encuentran el 

ácido isobutírico, el ácido butírico, el ácido 2-metilbutírico, el ácido acético, las 

cetonas 3-pentanona y 2-butanona, y los alcoholes 2-metil-1-butanol y 2 -metil-1-

propanol, compuestos que fueron objeto de estudio en el presente capítulo.  

 Existen diversos trabajos que analizan la actividad electrofisiológica de la 

antena de triatominos y/o la respuesta comportamental que genera la estimulación con 

algunos de los volátiles de las glándulas de Brindley y metasternales. González 

Audino y colaboradores (2007) estudiaron la respuesta comportamental y 

electrofisiológica de adultos de T. infestans frente a compuestos liberados por las 

glándulas de Brindley, encontrando respuesta, con ambas metodologías, a los 

isobutiratos de 2-metil-butilo y 3-metil-butilo, aunque no encontraron respuestas 

electrofisiológicas al ácido isobutírico ni al 2-metil-1-butanol. Por su parte, Vitta y 

colaboradores (2009) reportaron que las antenas de los machos adultos de T. 
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brasiliensis presentaban respuestas electrofisiológicas al ser estimuladas con volátiles 

liberados por las glándulas metasternales, como la 3-pentanona y el 2-metil-1-butanol, 

entre otros compuestos. Además, según otros autores, las antenas de T. infestans, son 

capaces de detectar los ácidos isobutírico, butírico y propiónico (Guerenstein y Guerin, 

2001; Barrozo, 2003, Barrozo y Lazzari, 2004a), que son liberados tanto por las 

glándulas de Brindley de adultos perturbados, como por hospedadores de las vinchucas 

en menor cantidad. Más aún, diversos autores demostraron a través de experimentos 

comportamentales que el ácido isobutírico puede actuar como repelente en altas dosis 

y como atractante en menores dosis (Schofield, 1975; Ward, 1981; Guerenstein y 

Guerin, 2001). A su vez, Barrozo y Lazzari (2004a) demostraron en ensayos de 

orientación olfativa realizados en un compensador de marcha, que las larvas de T. 

infestans no mostraron una respuesta diferente del azar al ser enfrentadas a distintas 

dosis de ácido propiónico o butírico. 

 Hasta el momento se sabía, y también se verificó en el Capítulo 2 de esta Tesis, 

que la secreción liberada por los adultos T. infestans durante un evento de perturbación 

cumple una función de alarma. Además, la composición química de la feromona de 

alarma ya es conocida. En este capítulo se analizó la contribución individual de 

diversos componentes volátiles de la feromona a la respuesta de las vinchucas. En una 

primera parte el análisis se centró en el estudio de los componentes de la feromona de 

alarma a nivel de la percepción sensorial de los quimiorreceptores antenales. Se 

determinó si la antena detectaba compuestos previamente seleccionados luego de su 

estimulación, a partir de registros electrofisiológicos del tipo electroantenograma 

acoplado a cromatografía gaseosa (GC-EAG). En la segunda parte, se realizó un 

análisis de la respuesta comportamental de las vinchucas en un olfatómetro de doble 

elección, determinando la respuesta de orientación de las vinchucas frente a distintas 

dosis de dichos volátiles seleccionados y a combinaciones de los mismos, para evaluar 

una posible interacción entre dichas claves sensoriales. 
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Parte 1- Percepción de la feromona de alarma en larvas de T. infestans: 
registros electrofisiológicos a nivel de la antena 
 

Mediante el uso de la técnica de electrofisiología acoplada a cromatografía de gases, se 

evaluó la respuesta antenal de larvas de 4° estadio de T. infestans frente a diferentes 

componentes volátiles de la feromona de alarma emitida por adultos de la especie 

luego de una perturbación mecánica (ver Apéndice II: Conceptos teóricos de las 

técnicas utilizadas, al final de este capítulo).  

 

Materiales y Métodos 
 
-Animales 
 
Para cada registro electroantenográfico se utilizaron larvas del 4° estadio con 5-10 días 

de ayuno post-ecdisis y adultos con una semana de ayuno post-ecdisis, nunca antes 

perturbados. Los insectos utilizados en estos ensayos se obtuvieron a partir de huevos 

de T. infestans obtenidos del Servicio Nacional de Chagas, Córdoba, Argentina y 

criados en el laboratorio a 28±1ºC, 30-60% HR, bajo un fotoperíodo de 12:12 horas 

Luz/Oscuridad. Todos los estadios fueron alimentados sobre gallinas vivas. Las 

mismas fueron manipuladas de acuerdo a las reglas de bioseguridad del Servicio de 

Higiene y Seguridad de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad 

de Buenos Aires. Se usó un total de 72 larvas. Los insectos fueron utilizados una única 

vez y luego descartados. 

 

-Dispositivo experimental 
 
Para la realización de los registros electroantenográficos se trabajó con un equipo de 

GC-EAG, es decir, un cromatógrafo de gases acoplado a un equipo de electroanteno-

detección (EAG o EAD). El GC (HP 5890 Series II) se equipó con una columna 

capilar polar (DB WAX, 30 m x 0,25 mm diám. interno, 0,25 µm de espesor de 

película de fase estacionaria). Se utilizó hidrógeno (H2, 1 mL/min) como gas carrier, el 

inyector en modo splitless a 220ºC con un detector de ionización de llama (FID) a 

250ºC. El programa de temperatura de la columna fue 40ºC durante 4 minutos para 

luego alcanzar los 250ºC a 7ºC/min en una rampa de temperatura. Por último, se 

mantuvo la temperatura durante un minuto a 250ºC.  
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En el equipo de EAG (SYNTECH®) se trabajó con micro-manipuladores para 

el montaje de la antena, y con electrodos conectados a un pre-amplificador (10X) 

(figura 3.1A) que amplifica la señal de la antena. Para la obtención de respuestas 

electroantenográficas, se utilizaron, como electrodos, dos variantes: por un lado se 

usaron capilares de vidrio asociados a electrodos de plata-plata clorinada rellenos con 

solución 0,1M KCl o con solución Ringer (figura 3.2). Por otro lado, también se 

utilizó una sonda o probe (SYNTECH®) donde se colocaba la antena con un gel 

conductor neutro (figura 3.1B). Dicha variación en el tipo de electrodos utilizados 

responde a reportes previos con otros insectos, en los que el uso de los electrodos de 

capilares de vidrio puede generar ruido eléctrico no deseado, preparaciones poco 

estables, o incluso movimientos de la antena dentro de los capilares que generan la 

producción de pequeñas burbujas. 

La adquisición de datos se realizó a través de una computadora conectada al 

GC-EAG mediante una interfase, usando el programa ChemStation® de HP que 

permite adquirir, analizar y exportar fácilmente los datos obtenidos de la eventual 

despolarización de la antena, acoplados temporalmente al cromatograma de la muestra 

inyectada. 

 

 

Antena

Gel conductor

A B

Antena

Gel conductor

Antena

Gel conductor

A B

 
 

Figura 3.1: Sonda o probe utilizada, como alternativa a los electrodos de capilares de vidrio. 
A) Sonda junto al preamplificador.  
B) Preparación electroantenográfica lista para la realización del registro; se observa la antena montada sobre el 
gel neutro conductor sobre la sonda. 
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Electrodo de referencia

Electrodo de registro

Entrega de olor
Electrodo de referencia

Electrodo de registro

Entrega de olor

 

 
Figura 3.2: Preparación electroantenográfica. En este caso se utilizaron electrodos dentro de capilares de vidrio 
rellenos con solución Ringer. Como una de las variantes a la preparación electroantenográfica, se utilizó la 
cabeza entera del insecto con ambos extremos de las antenas conectadas al electrodo de registro y el electrodo de 
referencia fijado en la base de la cabeza. 
 

-Procedimiento 
 
Para llevar a cabo cada ensayo, se anestesió a la larva durante 2-5 minutos en hielo y 

luego se la manipuló bajo lupa. Se seccionó la antena del insecto por la base del 

pedicelo, donde se colocó el electrodo de referencia, y luego se colocó el extremo del 

flagelo en el electrodo de registro. Cuando se utilizó la sonda, la antena fue cortada 

bajo lupa y luego cada extremo depositado sobre el gel neutro conductor, éste último 

previamente colocado sobre cada terminal de la sonda. 

 Con el objetivo de lograr preparaciones electroantenográficas más estables y 

minimizar el ruido eléctrico, se ensayaron diversas preparaciones de antenas: 

- una antena montada en forma completa (N=51). 

- una antena completa con el extremo del flagelo cortadopara asegurar una correcta 

conducción de la señal eléctrica (N=7). 

- solamente el flagelo montado entre los electrodos (N=8). 

- la cabeza entera del insecto montada en su base en el electrodo de referencia, ubicando los 

extremos de ambas antenas en el electrodo de registro (N=3) (figura 3.2). 

- el insecto entero en el interior de una punta de micropipeta, utilizada como cepo, insertando 

el electrodo de referencia en el ojo y el electrodo de registro en los flagelos de ambas antenas 

(N=3) (figura 3.3). 

 Una vez que la preparación electrofisiológica se encontraba lista, una corriente 

continua de aire limpio, con un flujo de 300 ml/min, era suministrada sobre la antena. 
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El aire que provenía de un compresor libre de aceite atravesaba un filtro de carbón 

activado, con el objetivo de extraer todas las impurezas del ambiente, para luego ser 

humedecido por borboteo en agua. 

Al inyectar en el cromatógrafo la fibra SPME (microextracción en fase sólida) 

para la desorción de los volátiles previamente colectados, éstos atravesaban la columna 

y luego se bifurcaban en dos vías. Una de las vías impregnaba a la antena y la otra 

llegaba al detector del cromatógrafo (FID) que analizaba la naturaleza química de cada 

compuesto. El acoplamiento GC-EAG permite simultáneamente la identificación de 

los compuestos de mezclas complejas y la estimulación de las sensilias olfativas de un 

insecto, i.e., es posible conocer qué sustancia química específica es detectada 

fisiológicamente por la antena del insecto. 

Electrodo de referencia

Entrega de olor

Insecto entero inmovilizado

Electrodo de registroA B

Electrodo de referencia

Entrega de olor

Insecto entero inmovilizado

Electrodo de registroA B

 
 

Figura 3.3: Preparación electroantenográfica. 
A) Vista lateral: se observa el cuerpo entero del insecto inmovilizado en el interior de una punta de micropipeta, 
con el electrodo de referencia inserto en el ojo y el de registro en contacto con los extremos de las dos antenas.  
B) Vista superior: se observa la corta distancia que existe entre las antenas y la salida del olor.  
 
-Estímulos químicos puestos a prueba 
 
Para determinar si las antenas de las larvas de 4° estadio de T. infestans son capaces de 

detectar componentes de la feromona de alarma liberada por los adultos perturbados, 

se realizaron registros electroantenográficos estimulando a las antenas con diferentes 

variantes que se describen a continuación. 

-En una primera serie experimental, se puso a prueba la respuesta de las antenas 

frente a los volátiles liberados por 8 adultos (4♂ + 4♀), perturbados en el momento de 

la exposición de una fibra semipolar SPME (Carboxen®/Polydimethylsiloxane, 75 

µm, Supelco®). Con la ayuda de un papel de filtro sostenido mediante pinzas y con 

suma delicadeza para evitar la perturbación antes del momento deseado, se colocó a 
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los adultos en un frasco de vidrio (30 ml). Una vez ubicados en el frasco, los insectos 

fueron perturbados (como ya fuera descripto en el Capítulo 2) para luego 

inmediatamente tapar el frasco y exponer, durante 15 minutos, la fibra SPME para la 

recolección de los volátiles. A continuación, durante un minuto se realizó la desorción 

de la fibra en el puerto de inyección del equipo GC-EAG.  

-Por otro lado, de los 14 compuestos liberados por los adultos de T. infestans 

durante un evento de perturbación (según Manrique et al., 2006), se evaluó la 

respuesta de las antenas frente a: ácido isobutírico, ácido butírico, ácido propiónico, 3-

pentanona, 2-butanona y 2-metil-1-butanol. Para la elección de los compuestos a poner 

a prueba se consideró el origen (i.e., tipo de glándula de la cual proviene el compuesto 

volátil), la naturaleza química (i.e., el grupo funcional) y la proporción presente en la 

feromona de alarma (ver Tabla 3.1 de la Parte 2 de este Capítulo). 

Para todos los compuestos sintéticos puestos a prueba, se utilizó una fibra semi-

polar SPME (Carboxen®/Polydimethylsiloxane, 75µm, Supelco®). Previo a la 

desorción en el puerto de inyección del equipo GC-EAG, se expuso la fibra durante un 

minuto al headspace (i.e., porción volátil del aire circundante en equilibrio dentro de 

un vial cerrado, de 4ml.) de 1µl de compuesto sintético puro.  

Para todos los casos, la inyección en el equipo se realizó inmediatamente luego 

de la exposición de la fibra. Para evitar cualquier tipo de contaminación química, 

luego de cada desorción, la fibra SPME fue calentada durante 30 minutos a 280°C. 
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Resultados 

-Respuesta electroantenográfica de las antenas de las larvas frente a la feromona de 
alarma liberada por los adultos  
 
Con el objetivo de encontrar moléculas activas y descartar aquellas sin actividad 

fisiológica, analizamos la respuesta de las antenas de larvas de T. infestans frente a la 

feromona de alarma liberada por adultos perturbados. A pesar de haber variado el 

modo de montaje de la preparación electroantenográfica, e incluso haber logrado 

identificar en el cromatograma a los distintos componentes de la feromona, como las 

cetonas, los alcoholes y los ácidos, no se encontraron respuestas de las antenas para 

ningún volátil componente de la feromona de alarma (figura 3.4). De acuerdo a la 

existencia de claras evidencias a nivel comportamental sobre la función de estos 

volátiles como se mencionó previamente, era esperable encontrar alguna respuesta 

antenal. Una explicación posible ante la ausencia total de respuesta es una 

estimulación insuficiente de la antena para lograr una detección, aunque no pueden 

descartarse otras posibilidades relacionadas con el modelo experimental y/o la 

preparación en sí, u otros factores que se discuten más adelante. 

 

 
 

Figura 3.4: Ejemplo de una señal electroantenográfica (panel superior) acoplada al cromatograma resultante 
(TIC) (panel inferior) luego de la inyección de los volátiles colectados del headspace de adultos perturbados a 
través de una fibra SPME. No se obtuvieron respuestas de las antenas. El círculo verde indica la zona de las 
cetonas, el rojo la de los alcoholes y el azul la de los ácidos.  
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-Respuesta electroantenográfica de las antenas de las larvas frente a volátiles 
sintéticos, componentes de la feromona de alarma liberada por los adultos 
perturbados  
 
Luego de analizar las respuestas de las antenas frente a la feromona de alarma liberada 

por los adultos y de no obtener respuestas para ningún componente puesto a prueba en 

la sección anterior, realizamos un análisis de la respuesta de las antenas frente a 

distintos compuestos sintéticos, componentes de la feromona, los cuales fueron 

evaluados individualmente.  

 A pesar de haber logrado buenas preparaciones electroantenográficas, con 

antenas estables y escaso ruido eléctrico, no se encontraron respuestas de las antenas 

en la gran mayoría de los ensayos (figura 3.5). En la figura se observa en la parte 

superior, la señal de la antena y en la parte inferior el cromatograma con los picos 

correspondientes de cada uno de los seis compuestos evaluados. 

Sin embargo, en algunas réplicas fue posible evidenciar un cambio en la línea 

de base de la señal electroantenográfica, denotando una respuesta de la antena frente al 

ácido isobutírico utilizando como preparación electroantenográfica una única antena 

montada (figura 3.6). En esta figura se muestran cuatro réplicas con una clara 

respuesta de la antena (señalado en rojo) en la parte superior de los gráficos y los 

cromatogramas con los picos de los compuestos representados en la parte inferior.  

 
 

Figura 3.5: Ejemplo de una señal electroantenográfica (curva superior) acoplada al cromatograma (TIC) (curva 
inferior) de cada uno de los 6 compuestos sintéticos puestos a prueba. En este caso no se obtuvieron respuestas 
de las antenas. 1: 2-butanona, 2: 3-pentanona, 3: 2-metil-1-butanol, 4: ácido propiónico, 5: ácido butírico, 6: 
ácido isobutírico. La escala de la señal del EAD es 1 mV/cuadrado de la grilla.  
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Figura 3.6: Ejemplos de señales electroantenográficas acopladas a cromatogramas (TIC) de los volátiles puestos 
a prueba. En la parte inferior de cada gráfico (1-4), se observan los picos de cada uno de los compuestos: 1: 2-
butanona, 2: 3-pentanona, 3:2-metil-1-butanol y 4: ácido isobutírico. En la parte superior de cada gráfico, se 
observa la señal electroantenográfica y en la inferior los correspondientes cromatogramas. Las antenas 
respondieron al ácido isobutírico, indicado con un círculo rojo. 
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Parte 2- Respuesta comportamental de larvas de T. infestans frente a 
componentes sintéticos de la feromona de alarma presentados individualmente 
o en mezclas  
 
En la seccion anterior se estudió a nivel periférico la respuesta antenal de larvas de T. 

infestans frente a varios componentes individuales de la feromona de alarma liberada 

por los adultos. En esta parte se evaluó la respuesta comportamental de larvas del 4to 

estadio de T. infestans frente a diferentes volátiles sintéticos previamente identificados 

como parte de la secreción liberada por los adultos frente a un evento de perturbación. 

Dichos estimulos olfativos se presentaron individualmente, en mezclas binarias o en 

mezclas más complejas. 

 
Materiales y Métodos 
 
-Animales  
 
Para todos los ensayos, se utilizaron larvas de 4° estadio de T. infestans con 15-25 días 

de ayuno post-ecdisis, las cuales fueron criadas en nuestro laboratorio bajo 

condiciones controladas (ver sección -Animales de la Parte I). Se usó un total de 1080 

larvas. Los insectos fueron utilizados una única vez y luego descartados. 

 Todos los experimentos fueron realizados durante las primeras horas de la 

escotofase (i.e., 1-5h luego de que la luz se apagara) abarcando el período de máxima 

actividad observada para las vinchucas (Lazzari, 1992). A su vez, los experimentos 

fueron llevados a cabo en condiciones de oscuridad funcional, respetando así la fase 

del fotoperíodo en el cual los animales se encontraban y evitando, además, la posible 

utilización de señales visuales por parte de las vinchucas durante los ensayos. La 

temperatura y la humedad relativa del cuarto experimental utilizado fueron mantenidas 

a 25º ± 1º C y 40 ± 10%, respectivamente. 

 

-Dispositivo y procedimiento experimental 
 
Para medir la respuesta comportamental de larvas de 4° estadio de T. infestans 

enfrentadas a volátiles sintéticos presentados individualmente o en mezclas, se usó el 

mismo olfatómetro utilizado en los Capítulos 1 y 2 (figura 1.1). Brevemente, el 

dispositivo consiste en una arena experimental rectangular de 10x15x4 cm, a la cual se 

le pueden conectar dos frascos-estímulo (10 ml), portadores de distintos estímulos 
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químicos que eran sembrados sobre un papel de filtro (0,5 x 2,5 cm). En cada ensayo 

individual, un frasco fue utilizado como control, es decir sólo el solvente (50 μl de 

diclorometano (DCM) Merck®) era colocado sobre el papel, y el otro frasco fue 

utilizado para el estímulo, es decir, diferentes dosis de alguno de los volátiles 

sintéticos probados (disueltos en 50 μl de DCM) eran colocados sobre el papel de 

filtro. Como sustrato de la arena experimental se utilizó un papel de filtro con 

pequeños orificios coincidentes con los orificios (2 mm) de la base del dispositivo. De 

esta forma se conseguía un gradiente químico al nivel de la base de la arena. El 

comportamiento de las larvas era registrado con una video cámara. El sustrato de papel 

fue cambiado luego de cada ensayo para evitar cualquier tipo de contaminación 

química dejada por las larvas, e.g., las heces. Para evitar el posible efecto de una 

heterogeneidad espacial en la distribución de las larvas sobre la arena experimental, la 

posición de los estímulos fue alternada al azar entre los ensayos. Para comenzar el 

registro comportamental, ambos frascos estímulo eran conectados a la sub-cámara y 

una larva de 4º estadio era luego ubicada en el medio de la arena experimental, 

cubierta con un pequeño frasco invertido durante un minuto para permitir la 

familiarización con el contexto y la difusión de los olores. De esta manera, los 

volátiles provenientes de los frascos estímulo ingresaban por difusión 

independientemente en cada una de las partes de la sub-cámara y continuaban 

difundiendo a través de los pequeños orificios hacia la arena experimental donde se 

encontraba la larva a testear, creando un gradiente químico. Luego, la larva era 

liberada con delicadeza retirando el pequeño frasco que la cubría y su comportamiento 

era registrado durante cuatro minutos mediante una video cámara sensible a luz 

infrarroja conectada a una grabadora digital (Videoman®).  

 La posición de los estímulos químicos fue alternada al azar entre los ensayos, 

evitando una eventual heterogeneidad espacial.  

-Estímulos químicos utilizados 
 
En los experimentos comportamentales se utilizaron como estímulo compuestos 

volátiles identificados como componentes de la secreción liberada por las vinchucas 

adultas perturbadas. Se eligieron 8 compuestos químicos (ver tabla 3.1) utilizando 3 

criterios conjuntamente: 1) la naturaleza química o grupo funcional, eligiendo ácidos, 
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cetonas y alcoholes, 2) el origen del compuesto químico, eligiendo aquellos liberados 

por las glándulas de Brindley, por las metasternales y por ambas; y 3) la proporción 

presente en la secreción liberada por los adultos perturbados, eligiendo los más 

representados según Manrique et al. (2006). De cada uno de estos volátiles se 

prepararon diferentes soluciones (0,1; 10 y 1000 μg/50 μl), utilizando DCM como 

solvente. Para cada una de las dosis se realizaron 40 réplicas. 

Además, se llevaron a cabo tratamientos control, colocando DCM en ambos 

frascos portadores de estímulo, realizados paralelamente junto con los ensayos de los 

compuestos volátiles a evaluar, a fin de advertir cualquier comportamiento inherente a 

los insectos independiente de la respuesta a los volátiles sometidos a prueba. 
 
 
Tabla 3.1: Volátiles sintéticos utilizados en el análisis comportamental de las larvas de T. infestans  

Compuesto Naturaleza 
química 

Origen 
(glándula) 

Proporción 
presente (%) 

a 

Masa 
(µg) 

N° 
C 

Procedencia 
Compuesto 

Ácido 
isobutírico ácido Brindley 48,25 11,36b 4 

Sigma-
Aldrich®, 
Alemania, 

98% pureza 

Ácido 
butírico ácido Brindley 0,4 0,09c 4 

Fisher®, 
U.S.A., 98 % 

pureza 

Ácido 
propiónico ácido Brindley 3,95 0,92c 3 

E. Merck®, 
Alemania, 98 

% pureza 

Ácido acético ácido Brindley 1,8 0,42c 2 
Anedra®, 
Argentina, 
98% pureza 

3-pentanona cetona Metast. 0,35 0,08c 5 
Sigma®, 

Alemania, 
98% pureza 

2-butanona cetona Brindley y 
Metast. 0,4 0,09c 4 

Sigma®, 
Alemania, 

99% pureza 

2-metil-1-
butanol alcohol Brindley y 

Metast 28,2 6,64c 5 
Sigma®, 

Alemania, 
99% pureza 

2-metil-1-
propanol alcohol Brindley 4,8 1,13c 4 

Sigma®, 
Alemania, 

98% pureza 
a  Proporción presente en el headspace de adultos perturbados según Manrique et al. (2006). 
b Masa obtenida de la cuantificación realizada mediante cromatografía gaseosa en el capítulo 2 de esta Tesis 
(1EA). 
c Masas estimadas a partir de la masa del ácido isobutírico (1 EA) y de la proporción presente en el headspace de 
adultos perturbados. 
Metast: Metasternales 
N° C: número de carbonos 
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 Luego de la primera serie experimental de ensayos comportamentales utilizando 

compuestos individuales, se realizaron mezclas binarias con aquellos volátiles que 

generaron una respuesta de escape significativa en las larvas. Para cada mezcla, se fijó 

uno de los compuestos activos comportamentalmente en la dosis en la cual la respuesta 

de escape fue observada y se la combinó con 0,1; 10 o 1000 μg de los otros volátiles 

activos. Las soluciones de mezclas binarias se prepararon en DCM manteniendo el 

volumen de líquido sembrado en el papel de filtro, es decir 50 µl, asegurándose que 

una vez que el solvente se haya evaporado la cantidad de soluto de cada compuesto de 

interés que queda en el papel para estimular a la larva sea la deseada. Para cada una de 

las combinaciones binarias se realizaron 20 réplicas. 

 Por otro lado, se realizaron mezclas binarias de compuestos activos 

manteniendo la proporción entre ellos presente en la secreción liberada por los adultos 

perturbados reportada por Manrique et al. (2006). En el Capítulo 2 de esta Tesis, a 

través del estudio cuantitativo con cromatografía de gases, se demostró que un adulto 

sin perturbar de esta especie presenta sus glándulas de Brindley llenas con 11,36 μg de 

ácido isobutírico (=1EA). Al disponer únicamente de dicho valor absoluto de masa 

contenida en las glándulas de adultos para el ácido isobutírico, se estimó la masa de 

cada uno de los otros compuestos utilizados para realizar mezclas considerando las 

proporciones descriptas por Manrique y colaboradores (2006). Las soluciones de las 

mezclas también se prepararon manteniendo el volumen sembrado en el papel de 

filtro, es decir 50 µl, asegurándose que una vez que el solvente (DCM) se haya 

evaporado, la cantidad de soluto de cada compuesto de interés sea la buscada. En este 

caso, dicha masa dependerá de la proporción presente de cada compuesto (ver tabla 

3.1, masa).  

 Por último se realizaron 2 mezclas complejas: una con los 4 compuestos que 

resultaron activos individualmente y otra con los 8 compuestos puestos a prueba, en 

ambos casos respetando las proporciones encontradas en secreciones de adultos 

perturbados (Manrique et al, 2006). Un total de 20 réplicas fue realizado para cada 

tratamiento. 
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 -Análisis de datos 
 
Del mismo modo que en el Capítulo 1 y 2, se analizaron los videos mediante el uso de 

un programa de análisis de datos (del tipo “The Observer 2.01”, Noldus Information 

Technology, The Netherlands). Para cada individuo se registró su preferencia olfativa 

en función del gradiente químico formado por la presencia de olores individuales o 

mezclas de los mismos colocados en uno de los lados de la arena experimental. Se 

registró así el tiempo transcurrido en cada lado de la arena experimental y se calculó el 

índice de preferencia (IP) descripto anteriormente. Este índice podía tomar valores de -

1 a 1, correspondiendo -1, 0, o 1, a repelencia, una distribución al azar o atracción al 

estímulo, respectivamente. Las desviaciones de una distribución al azar (es decir, 

IP=0) de las larvas sobre la arena experimental para cada tratamiento fueron evaluadas 

con T-Test de 1 muestra. Además, se compararon las respuestas de escape generadas 

por los compuestos individuales o mezclas de compuestos activos (i.e., aquellos que 

generaron una distribución distinta del azar) con la respuesta observada en las larvas 

enfrentadas a la feromona de alarma completa (resultados obtenidos en el capítulo 2) a 

través de T-Test.  
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Resultados 

-Respuesta comportamental de larvas de T. infestans frente a volátiles individuales de 
la feromona de alarma  
 
Si bien la respuesta de escape de las vinchucas a la feromona de alarma y al 

componente mayoritario de la misma (i.e., el ácido isobutírico) ya ha sido reportada, 

presentamos aquí evidencias de la función de otros componentes químicos presentes 

en menor proporción y su aporte relativo como componentes funcionales del 

comportamiento de escape generado sobre las vinchucas. Las diferentes dosis de los 

principales componentes de la secreción liberada por los adultos frente a un evento de 

perturbación presentadas individualmente generaron diferentes respuestas 

comportamentales (figura 3.7). De las tres dosis probadas para cada uno de los ocho 

compuestos, las larvas de T. infestans evitaron el sector de la arena experimental 

donde se habían liberado 10 μg de ácido isobutírico (T-Test de 1 muestra, IP = -0,09; 

p=0,04, figura 3.7A), 10 μg de ácido butírico (T-Test de 1 muestra IP = -0,35; 

p=0,0001, figura 3.7B), 10 μg de ácido acético (T-Test de 1 muestra IP = -0,27; 

p=0,004, figura 3.7D) y 10 μg de 2-metil-1-butanol (T-Test de 1 muestra IP = -0,21; 

p=0,02, figura 3.7G). Sin embargo, las larvas de T. infestans mostraron una 

distribución al azar frente a la presencia del resto de las dosis puestas a prueba de estos 

compuestos (T-Test de 1 muestra, p>0,05 para todos los casos). El mismo resultado se 

obtuvo para todas las dosis evaluadas de los demás compuestos, es decir 0,1, 10 y 

1000 μg. de ácido propiónico, 3-pentanona, 2-butanona y 2-metil-1-propanol (T-Test 

de 1 muestra, p>0,05 para todos los casos, figura 3.7C, E, F y H, respectivamente).  

 Paralelamente a cada serie experimental se realizaron las series experimentales 

control (i.e., DCM en ambos frasco estímulo). En todos los casos las larvas de T. 

infestans exhibieron una distribución al azar sobre la arena experimental (T-Test de 1 

muestra, p>0,05 para todos los casos). 

 Por otro lado, ninguna de las respuestas de escape obtenidas (i.e., 10 μg de 

ácido isobutírico, butírico, acético y de 2-metil-1-butanol) resultó ser diferente de la 

respuesta generada por la feromona de alarma completa (Resultados obtenidos en el 

Capítulo 2) (T-Test, p>0,05 en todos los casos).  
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Figura 3.7: Preferencia espacial de larvas de T. infestans enfrentadas a volátiles individuales de la feromona de 
alarma. Las larvas mostraron una respuesta de escape frente a las dosis de 10 μg de ácido isobutírico, 10 μg de 
ácido butírico, 10 μg de ácido acético y 10 μg de 2-metil-1-butanol. Los asteriscos indican diferencias 
significativas respecto a una distribución al azar, i.e. IP = 0 (T-Test de 1 muestra, p<0,05). N=40 para cada 
tratamiento. A) Ac.Iso: ácido isobutírico, B) Ac. But.: ácido butírico, C) Ac.Prop.: ácido propiónico, D) Ac.Ac.: 
ácido acético, E) 3-pent.: 3-pentanona, F) 2-but.: 2-butanona, G) 2-met-1-but.: 2-metil-1-butanol, H) 2-met-1-
prop.: 2-metil-1-propanol. En el eje de las ordenadas están representadas las dosis evaluadas. 
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-Respuesta comportamental de larvas de T. infestans frente a mezclas binarias de 
volátiles de la feromona de alarma: dosis activas 

 
Las respuestas comportamentales a mezclas de estímulos suelen ser complejas y no 

lineales, efecto causado por diferentes procesos e interacciones ya sea a nivel químico 

o a nivel sensorial. Para evaluar posibles efectos combinados entre los compuestos 

volátiles activos, es decir, aquellos en los cuales se observó una respuesta de escape 

significativa (i.e., ácido isobutírico, butírico, acético y 2-metil-1-butanol, ver figura 

3.7), se analizó el comportamiento de la larvas expuestas a mezclas de los mismos. 

Fijando uno de los cuatro compuestos activos en la dosis en la cual se observó 

respuesta de evitación, se realizaron mezclas binarias combinándolo con todas las 

dosis de los otros 3 compuestos activos. De esta manera, se estimuló a los insectos con 

las siguientes mezclas binarias de olores:  

-10 μg de ácido isobutírico + 0,1; 10 o 1000 µg de ácido butírico, ácido acético  

o 2-metil-1-butanol. 

-10 μg de ácido butírico + 0,1; 10 o 1000 µg de ácido isobutírico, ácido acético  

o 2-metil-1-butanol. 

-10 μg de ácido acético + 0,1; 10 o 1000 µg de ácido isobutírico, ácido butírico  

o 2-metil-1-butanol. 

-10 μg de 2-metil-1-butanol + 0,1; 10 o 1000 µg de ácido isobutírico, ácido  

                butírico o ácido acético. 

 

 Los resultados de estas series experimentales muestran que las larvas 

presentaron una respuesta de escape frente a la mezcla formada por 10 μg de ácido 

isobutírico + 0,1 μg de 2-metil-1-butanol (T-Test de 1 muestra, IP = -0,19; p=0,002, 

figura 3.8A) y, sorprendentemente, ningún comportamiento de orientación se observó 

frente a las otras mezclas de 10 μg de ácido isobutírico + las otras sustancias (T-Test 

de 1 muestra, p>0,05 para todos los casos). 

 A su vez, de las mezclas que contenían 10 μg de 2-metil-1-butanol fijo (figura 

3.8B), las larvas sólo evitaron el lado de la arena experimental que contenía dicho 

compuesto + 0,1 μg de ácido acético (T-Test de 1 muestra, IP = -0,29; p=0,02). En los 

tratamientos con las mezclas de 10 μg de 2-metil-1-butanol + los otros compuestos  
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Figura 3.8: Preferencia espacial de larvas de T. infestans frente a mezclas binarias de los componentes activos de la feromona de alarma. Las 
larvas evitaron el lado de la arena que contenía:: 10 μg de ácido isobutírico + 0,1 μg de 2-metil-1-butanol (A) y 10 μg de 2-metil-1-butanol + 
0,1 μg de ácido acético (B) y fueron atraídas por 10 μg de ácido butírico + 0,1 μg de ácido isobutírico (D). Un total de 20 réplicas fue realizado 
para cada tratamiento. Los asteriscos indican diferencias significativas de una distribución al azar, i.e IP = 0 ( T-Test de 1 muestra, p<0,05). 
Ac.Iso: ácido isobutírico, Ac. But.: ácido butírico, Ac.Ac.: ácido acético, 2-met-1-but.: 2-metil-1-butanol. 
3.13: Preferencia espacial de larvas de T. infestans frente a mezclas binarias de los componentes activos de la feromona de alarma. Las larvas 
evitaron el lado de la arena que contenían las siguientes mezclas: A) 10 μg de ácido isobutírico + 0,1 μg de 2-metil-1-butanol y B) 10 μg de 2-
metil-1-butanol + 0,1 μg de ácido acético D) Las larvas fueron atraídas por 10 μg de ácido butírico + 0,1 μg de ácido isobutírico. Un total de 20 
réplicas fue realizado para cada tratamiento. Los asteriscos muestran diferencias significativas del IP = 0 ( T-Test de 1 muestra, p<0,05). 
Ac.Iso: ácido isobutírico, Ac. But.: ácido butírico, Ac.Ac.: ácido acético, 2-met-1-but.: 2-metil-1-butanol. 
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volatiles, no se observó respuesta de orientación (T-Test de 1 muestra, p>0,05 para 

todos los casos, figura 3.8B). 

 Si bien en las series experimentales donde se pusieron a prueba los compuestos 

individualmente, las larvas mostraron una respuesta de escape frente a 10 μg de ácido 

acético (figura 3.7D), el agregado de todas las dosis de los otros 3 compuestos activos 

hizo desvanecer dicha respuesta (T-Test de 1 muestra, p>0,05 para todos los casos) 

(figura 3.8C). 

 En contraste con las respuestas observadas en el resto de las mezclas evaluadas, 

las larvas mostraron un comportamiento de atracción cuando fueron expuestas a la 

mezcla de 10 μg de ácido butírico + 0,1 μg de ácido isobutírico (T-Test de 1 muestra, 

IP = 0,36, p=0,005, figura 3.8D). No se encontró una orientación diferente del azar 

con el resto de las mezclas de 10 μg de ácido butírico y los otros volátiles (T-Test de 1 

muestra, p>0,05 para todos los casos). 

 
-Respuesta comportamental de larvas de T. infestans frente a mezclas binarias y 
complejas de volátiles de la feromona de alarma: dosis naturales  
 
En el punto anterior se realizaron mezclas binarias seleccionando las dosis que 

presentadas individualmente resultaron ser comportamentalmente activas. En esta 

parte, las mezclas fueron realizadas a partir de datos presentados en esta misma Tesis 

(ver Capitulo 2) que describen la cantidad de ácido isobutírico presente en las 

glándulas de los adultos de T. infestans, y de Manrique y colaboradores (2006) que 

describen las proporciones de los compuestos aquí evaluados presentes en la secreción 

liberada durante un evento de perturbación. De acuerdo a dichos resultados, se 

llevaron a cabo series experimentales con mezclas binarias y cuaternarias utilizando 

los compuestos que resultaron activos al ser presentados individualmente (ver figura 

3.7). Además se probó una mezcla incluso más compleja incluyendo los 8 compuestos 

probados individualmente, siempre manteniendo la proporción presente en la 

feromona de alarma (ver tabla 3.1). De este modo, las larvas fueron enfrentadas a las 

siguientes mezclas: 

-11,36 μg de ácido isobutírico + 0,09 μg de ácido butírico 

-11,36 μg de ácido isobutírico + 0,42 µg de ácido acético 

-11,36 μg de ácido isobutírico + 6,64 μg de 2-metil-1-butanol 

-0,09 μg de ácido butírico + 0,42 µg de ácido acético  
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-0,09 μg de ácido butírico + 6,64 μg de 2-metil-1-butanol 

-6,64 μg de 2-metil-1-butanol + 0,42 µg de ácido acético 

- 4 compuestos activos: 11,36 μg de ácido isobutírico + 0,09 μg de ácido butírico + 

0,42 μg de ácido acético + 6,64 μg de 2-metil-1-butanol 

- 8 compuestos: 11,36 μg de ácido isobutírico + 0,09 μg de ácido butírico + 6,64 μg de 

2-metil-1-butanol + 0,42 μg de ácido acético + 0,08 μg de 3-pentanona + 0,09 μg de 2-

butanona + 0,92 μg de ácido propiónico + 1,13 μg de 2-metil-1-propanol 

 

 Se observó que ninguna de las mezclas realizadas a partir de proporciones 

naturales generaron un comportamiento de escape por parte de las larvas de T. 

infestans (figura 3.9). Tanto al utilizar las mezclas binarias como la cuaternaria de 

compuestos activos o incluso la que reunía los ocho compuestos (activos + no activos), 

los insectos se distribuyeron en la arena experimental de forma aleatoria (T-Test de 1 

muestra, p>0,05 para todos los casos). 
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Figura 3.9: Preferencia espacial de larvas del 4to estadio de T. infestans frente a mezclas de compuestos 
liberados por los adultos durante un evento de perturbación, considerando la proporción presente en la feromona 
de alarma. Las larvas enfrentadas a todas las mezclas aquí mostradas presentaron una distribución al azar, i.e., no 
se encontraron respuestas significativamente diferentes de IP = 0 para ningún tratamiento (T-Test de 1 muestra, 
p>0,05 en todos los casos). Un total de 20 réplicas fue realizado para cada tratamiento. 
Ac.Iso.: ácido isobutírico, Ac. But.: ácido butírico, Ac.Ac.: ácido acético, 2-met-1-but.: 2-metil-1-butanol. a: 
11,36 μg de ácido isobutírico + 0,09 μg de ácido butírico + 0,42 μg de ácido acético + 6,64 μg de 2-metil-1-
butanol. b: 11,36 μg de ácido isobutírico + 0,09 μg de ácido butírico + 6,64 μg de 2-metil-1-butanol + 0,42 μg de 
ácido acético + 0,08 μg de 3–pentanona + 0,09 μg de 2-butanona + 0,92 μg de ácido propiónico + 1,13 μg de 2-
metil-1-propanol. 
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Discusión  
 
En este capítulo se analiza la contribución individual de distintos volátiles, 

componentes de la feromona de alarma liberada por los adultos de T. infestans durante 

un evento de perturbación. En una primera parte, mediante técnicas electrofisiológicas 

se intentó determinar la percepción de las vinchucas a nivel periférico en relación a 

diversos componentes individuales de la feromona de alarma. Aunque nuestra 

intención era utilizar la técnica de electroantenografía olfativa para realizar un primer 

filtro que nos ayude a seleccionar experimentalmente los compuestos activos de la 

feromona de alarma que podrían generar una respuesta comportamental de escape, fue 

baja la eficiencia de registros electrofisiológicos obtenidos. A pesar de esto, se 

obtuvieron datos en los que se observó una respuesta clara al ácido isobutírico. 

 En la bibliografía existen varios trabajos que muestran que la respuesta de la 

antena podría depender de muchos factores como la naturaleza y concentración del 

estímulo, el modo de montar la preparación electroantenográfica (Park y Hardie, 

1998), el tiempo de vida útil de la preparación electroantenográfica (Park et al., 2002), 

el número de estimulaciones previas, i.e., la pre-exposición a ciertos volátiles 

(Stelinski et al., 2003) y la calidad del amplificador. Más aún, la respuesta es también 

dependiente de la temperatura y de la humedad, como así también del estado 

fisiológico del insecto (Syntech, 2004). Alguno o más de uno de estos factores pudo 

haber sido la causa de la escasa respuesta de las antenas en nuestros registros, si bien 

no puede descartarse la ausencia de verdadera actividad fisiológica de alguno de los 

volátiles evaluados. 

 Otro factor importante involucrado en la obtención de respuestas por parte de la 

antena, es la cantidad de sensilias que ésta posee (Park y Hardie, 1998), dependiendo 

de la especie y del hábitat que ésta ocupa (Carbajal de la Fuente y Catalá, 2002; Catalá 

et al., 2004). En particular, en T. infestans, Bernard (1974) describió dos tipos de 

sensilias olfativas: basicónicas y grooved-peg en las antenas de las larvas de esta 

especie. Posteriormente, otros autores estudiaron su función realizando registros de 

sensilia única, demostrando que las sensilias “grooved-peg” son capaces de responder 

a ácidos de cadena corta como el ácido isobutírico y el ácido butírico, y a la secreción 

liberada por adultos perturbados (Taneja y Guerin, 1997; Guerenstein y Guerin, 2001).  
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 De los antecedentes bibliográficos surge que los registros electrofisiológicos 

antenales de triatominos son escasos y, además, en su gran mayoría no se hace 

referencia a la proporción de respuestas negativas y positivas obtenidas. Aunque esto 

es generalmente habitual en estudios de electrofisiología, sugiere que los triatominos y 

heterópteros en general constituyen un modelo experimental difícil que requiere de 

una mayor puesta a punto para este tipo de estudios. 

 Por otro lado, en los ensayos comportamentales del presente capítulo, se 

pusieron a prueba distintas dosis de varios componentes de la feromona de alarma; 

considerando diversos grupos funcionales, procedencia del tipo de glándula 

(metasternales y/o de Brindley) y abundancia en la feromona de alarma. Observamos 

que las respuestas de escape obtenidas fueron variables. Es decir, las larvas mostraron 

una respuesta de escape frente a algunos ácidos, pero no a todos; sólo a un alcohol y a 

ninguna cetona. A su vez, todas las respuestas de escape se observaron frente a 

algunos compuestos provenientes de las glándulas de Brindley (ácido isobutírico, 

ácido butírico, ácido acético), frente a 2-metil-1-butanol proveniente de ambos tipos de 

glándulas, pero no presentaron respuesta frente a los compuestos exclusivos de las 

glándulas metasternales. Estos resultados revelan que las glándulas metasternales no 

estarían asociadas a la función de alarma; apoyando las evidencias que sostienen que 

estas glándulas estarían envueltas en la comunicación sexual y las de Brindley en la de 

alarma y/o defensa (Crespo y Manrique, 2007; Pontes et al., 2008; Vitta et al., 2009; 

Zacharias et al., 2010; May-Concha et al., 2012; Manrique y Lorenzo, 2012; Lazzari et 

al., 2013). 

 Cabe destacar que ningún compuesto activo evocó una respuesta de escape 

mayor que la promovida por la feromona de alarma completa liberada por el adulto 

perturbado, sugiriendo que en la respuesta están involucrados varios volátiles y que no 

es sólo un compuesto el responsable del rol de feromona de alarma, como se postula, 

en general, para el ácido isobutírico. Además, al realizar las mezclas de los 

compuestos activos, intentando analizar posibles interacciones sinérgicas, en ningún 

caso se logró aumentar la respuesta de escape obtenida frente a los volátiles evaluados 

individualmente. Adicionalmente, se observó que dos volátiles individualmente 

activos y repelentes, resultaron no ser activos al presentarlos en una mezcla, 

desvaneciéndose el efecto por completo. Más aún, las larvas mostraron un 
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comportamiento de atracción cuando fueron expuestas a la mezcla de 10 μg de ácido 

butírico + 0,1 μg de ácido isobutírico, dos compuestos individualmente repelentes. 

Posteriormente, al analizar mezclas con dosis que se encuentren en una relación de 

proporciones similar a la conocida para la feromona de alarma de T. infestans según 

Manrique et al. (2006), no se observó ningún tipo de respuesta., i.e., las larvas se 

distribuyeron al azar en la arena experimental utilizada.  

 La percepción de una mezcla de olores es un proceso extremadamente complejo 

y que para entenderlo en profundidad requiere de la utilización de técnicas 

electrofisiológicas no sólo a nivel periférico, sino también a nivel de centros superiores 

del sistema nervioso central, como los lóbulos antenales o cuerpos pedunculados. 

Podría ocurrir que los componentes de una mezcla sean detectados en primera 

instancia por un solo receptor o por más de uno. Si existe más de un receptor entonces 

podría ocurrir que en el primer centro de integración olfativa de los insectos, el lóbulo 

antenal, exista algún tipo de integración tanto excitatoria o inhibitoria. Incluso podría 

ocurrir que la información que llegue a los cuerpos pedunculados y lóbulos laterales 

sea nuevamente procesada en estos centros nerviosos. Toda esta posible red neuronal 

hace que no se pueda explicar con certeza porqué obtuvimos casos en los que dos 

dosis de compuestos repelentes, por ejemplo, se conviertan en neutras al presentarse 

juntas.  

Nuestro trabajo, sin embargo, constituye el primer reporte que describe el 

comportamiento de larvas de T. infestans enfrentadas a otros componentes 

individuales de la feromona de alarma, además del ácido isobutírico. A su vez, es el 

primer trabajo que analiza el efecto de mezclas binarias de estos compuestos, ya sea, 

con dosis comportamentalmente activas o con dosis que respetan las proporciones 

naturales de la feromona de alarma, mezclas cuaternarias e incluso una mezcla que 

incluye a ocho compuestos liberados por adultos perturbados. 

 

 Con respecto a los compuestos volátiles que se evaluaron en ensayos 

comportamentales en este capítulo, existen trabajos que describen su rol en diferentes 

especies de insectos. Si bien nosotros no observamos respuestas diferentes del azar 

frente a las cetonas, la 2-butanona forma parte de la feromona de alarma liberada por 

la chinche de cama Cimex lectularius, un hemíptero hematófago (Levinson et al., 
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1974). Por otro lado, la 3-pentanona es uno de los compuestos liberados por la 

cucaracha Periplaneta americana, componente de la alomona de defensa (Brossut, 

1983). Además, ambas cetonas forman parte de los volátiles emitidos por las glándulas 

metasternales de T. infestans, entre otros compuestos, siendo la 3-pentanona el 

componente principal, estando estas glándulas involucradas en la promoción de la 

cópula y en el comportamiento de agregación de machos en torno a la pareja en cópula 

descripto en esta especie (Manrique y Lazzari, 1995; Manrique et al., 2006; Crespo y 

Manrique, 2007). 

 De los dos alcoholes puestos a prueba en este trabajo, sólo observamos una 

respuesta frente al 2-metil-1-butanol. Según la bibliografía, este compuesto no está 

muy asociado a la comunicación entre insectos; aunque fue descripto en el trabajo de 

Dettner y Reissenweber (1991) como parte de la secreción defensiva liberada por dos 

especies de coleópteros, además de formar parte tanto de los volátiles de las glándulas 

de Brindley como de las metasternales en T. infestans (Manrique et al., 2006). 

 En lo que respecta a los ácidos grasos, posiblemente por su naturaleza ácida, 

éstos se encuentran en muchas especies de insectos como componentes de secreciones 

defensivas; i.e., alomonas de defensa o feromonas de alarma. Incluso, el ácido acético, 

el ácido butírico, el ácido isobutírico y el ácido 2-metilbutírico suelen encontrarse 

actuando conjuntamente (Aldrich y Yonke, 1975; Burguer et al., 1986; Davidson et 

al., 1989; Fortunato et al., 2001; Attygale et al., 2004). 

 Si bien es clara la diferencia que existe entre una feromona de alarma y una 

alomona de defensa; involucrada la primera en la comunicación intraespecífica 

alertando sobre un potencial peligro y la segunda, como compuesto defensivo contra 

predadores; muchas veces un único compuesto puede cumplir ambas funciones. Esta 

dualidad funcional, denominada Parsimonia semioquímica, i.e., el uso de un mismo 

producto químico como un generador de diferentes comportamientos, es común en 

artrópodos (Blum, 1996). Por otra parte, se conoce que ocurren cambios funcionales 

de compuestos defensivos en muchas especies de insectos donde los compuestos han 

sido cooptados funcionando como feromonas de agregación, sexuales, de alarma y de 

marcado (Steiger et al., 2011). Esto podría haber ocurrido con las cetonas de T. 

infestans y su función asociada a feromonas sexuales. 
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 Los ácidos grasos de cadena corta, tales como el ácido isobutírico, el ácido 

butírico y el ácido acético están comúnmente presentes en los olores de los 

vertebrados, hospedadores de los triatominos, como en los olores de perros domésticos 

(Preti et al., 1976), en el aliento (Cork y Park, 1996) y en las axilas (Zeng  et al.¸ 1991) 

de los humanos. Aunque el ácido isobutírico puede evocar respuestas de escape 

cuando es liberado a altas dosis desde las glándulas de Brindley de adultos 

perturbados, este compuesto puede tener otra función como clave para la localización 

de la fuente de alimento a dosis bajas, relacionadas con olores de hospedadores 

(Schofield, 1975; Ward, 1981; Guerenstein y Guerin, 2001). Esto también podría estar 

ocurriendo con los ácidos butírico y acético, ya que están presentes en olores de 

hospedadores (Barrozo y Lazzari, 2004a) y en feromonas de agregación presentes en 

las heces de triatominos (el ácido acético) (Cruz-López y Morgan, 1995; Mota et al., 

2014) y a su vez, evocan una respuesta de escape en las larvas de T. infestans, como se 

observó en los resultados de este capítulo. 

 En contraste con otros insectos, parece ser que en triatominos, los 

desencadenantes biológicos específicos, tales como encontrar pareja, buscar refugio y 

la presencia de peligro y de alimento, no están asociados a compuestos específicos, 

sino que están asociados a una combinación particular de señales químicas, definida 

por la mezcla y la dosis de compuestos específicos (Lazzari et al., 2013).  

 
 El desarrollo de métodos precisos y fiables de detección temprana en las 

viviendas infestadas con triatominos es necesario para la prevención efectiva de la 

enfermedad de Chagas a través del control del vector (Gürtler et al., 2001); ya que el 

control vectorial es actualmente el único modo factible de reducir la transmisión de 

esta enfermedad debido a la falta de vacunas y drogas terapéuticas suficientemente 

efectivas (Coura y Dias, 2009). 

 En la actualidad, la detección de infestaciones domiciliarias en los programas de 

control es llevada a cabo por búsqueda manual de insectos triatominos y/o señales de 

colonización tales como heces, huevos y exuvias (Dias, 2002). En casos de infestación 

baja, el uso de agentes desalojantes químicos, como por ejemplo Tetrametrina 0,2%, 

ha sido introducido para generar que los insectos abandonen sus refugios, quedando de 

este modo expuestos (SUCAM, 1980). 
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 Desde un punto de vista práctico, en un contexto amplio, mezclas químicas 

basadas en feromonas u olores de hospedadores han sido propuestas como 

herramientas de costo efectivo y ambientalmente benignas para la detección y control 

de muchos insectos plagas (Vale et al., 1988; Kline, 2007; El-Sayed et al., 2009). 

Particularmente para las vinchucas, sus compuestos químicos producidos durante las 

interacciones intra e interespecíficas podrían ser útiles en el desarrollo de estrategias 

nuevas para monitorear y/o controlar las poblaciones de triatominos domésticos 

(Lazzari y Lorenzo, 2009). Los adultos y las larvas de T. infestans ocupan 

predominantemente hábitats domésticos viviendo en contacto directo con los humanos, 

aunque estos insectos están también asociados a ambientes peridomésticos tales como 

criaderos de gallinas, pavos y otras aves de corral (Schofield, 1994; Gürtler et al., 

1996). Considerando que estos insectos son de hábitos nocturnos encontrándose 

refugiados en hendiduras de las viviendas durante el día, los componentes activos de la 

feromona de alarma, liberados por los adultos durante un evento de perturbación, 

podrían ser utilizados como agentes desalojantes naturales, reemplazando a los agentes 

químicos, esparciéndolos en los refugios de los triatominos. 

 A partir de los resultados obtenidos en este capítulo de la Tesis, donde se 

demostró que varios volátiles componentes de la feromona de alarma generan una 

respuesta de escape en las larvas de T. infestans, se podría plantear un estudio a 

campo, similar al realizado por Minoli et al. (2013), quienes trabajaron en condiciones 

pseudo-naturales con el fin de analizar su efecto desalojante de manera tal de encontrar 

una herramienta de monitoreo y control que reemplace a los agentes químicos 

utilizados hasta el momento.  
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Apéndice II: Conceptos teóricos de las técnicas utilizadas.  

 
Electrofisiología  
 
Las técnicas electrofisiológicas han sido muy útiles en el aislamiento, identificación y 

dilucidación de los roles comportamentales y fisiológicos de los semioquímicos, sobre 

todo en los insectos, en los cuales los quimiorreceptores son de fácil acceso. Estas 

técnicas incluyen el electroantenograma para registros de la antena entera del insecto 

(EAG), la técnica de corte de sensilia- única para el registro de una única célula (SCR 

sigla en inglés: single cell recording) de los quimiorreceptores olfativos, la técnica de 

microelectrodo de tungsteno para el registro de SCR de los quimiorreceptores olfativos 

y la técnica del registro en el extremo distal de sensilias de quimiorrecepción de 

contacto (Millar y Haynes, 1998). 

 
-Electroantenografía (EAG) 
 
La electroantenografía es una técnica ampliamente utilizada en entomología 

experimental para la detección de volátiles percibidos por el sistema olfatorio ubicado 

principalmente en las antenas de los insectos. El método está basado en el trabajo de 

Schneider (1957), quien registró pequeñas fluctuaciones de voltaje entre el extremo y 

la base de la antena del macho del gusano de seda Bombyx mori durante la 

estimulación con feromona de la hembra. Aunque el mecanismo preciso que existe 

detrás de la señal electroantenográfica es desconocido, se asume generalmente que la 

fluctuación de voltaje medida es causada por despolarizaciones eléctricas de las 

neuronas olfatorias que perciben el estímulo en la antena de los insectos. Al recibir un 

estímulo químico activo, los receptores olfativos específicos presentes en las dendritas 

de las neuronas sensoriales correspondientes desencadenan un proceso de intercambio 

iónico que termina con la generación de potenciales de acción, los cuales transmiten la 

señal olfativa a diferentes centros de integración olfativa como los lóbulos antenales, 

los cuerpos pedunculados y los lóbulos laterales (Chapman, 1998; Hansson, 1999; 

Hansson, 2002; Van der Goes van Naters y Carlson, 2006) (figura II.1). 
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Figura II.1: Representación esquemática de la antena de insecto. Se muestra en detalle una sensilia olfatoria y 
las células receptoras asociadas que transmiten la señal al sistema nervioso central al recibir un estímulo 
químico. (Modificado de Syntech, 2004). 
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Figura II.2: Montaje de la antena del insecto para la realización de la técnica electroantenográfica. La antena del 
insecto es montada entre capilares de vidrio. Los mismos presentan en su interior a los electrodos y están 
rellenos de solución eléctricamente conductiva. Modificado de Syntech, 2004. 
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Existen distintos métodos para el registro electroantenográfico. En un sistema 

electroantenográfico convencional, la antena es montada entre dos electrodos 

insertados dentro de capilares de vidrio rellenos con una solución eléctricamente 

conductiva, solución Ringer o 0,1M KCl (Kaissling, 1995). Dichos electrodos se 

encuentran conectados a un amplificador de alta impedancia que permite detectar 

diferencias de potencial que normalmente varían entre 0,1 y 10 mV. El sistema más 

simple consiste en trabajar únicamente con la antena del insecto, conectando la base de 

la antena al electrodo de referencia y el extremo de la antena al electrodo de registro 

(Larsson et al., 2003) (figura II.2). 

Dependiendo de varios factores, tales como el tipo de insecto, la morfología y el 

tamaño de la antena, el ruido eléctrico generado por el sistema en sí mismo, etc.; la 

preparación electroantenográfica puede resultar más o menos conveniente a la hora de 

obtener un consistente y satisfactorio registro antenográfico. Como alternativa al 

sistema más simple, también se puede utilizar la cabeza entera del insecto (figura II.3 

B) o bien el insecto vivo convenientemente inmovilizado, con el electrodo de 

referencia ubicado en alguna parte del cuerpo, por ejemplo el ojo o el abdomen (Cork 

y Park, 1996; Park y Hardie, 1998) (figura II.3 C). Por otro parte, existe una técnica 

en la cual las pipetas de vidrio son reemplazadas por electrodos de alambre de acero 

inoxidable directamente en contacto con la antena a través de un gel conductor (figura 

II.3 A). 

Desde su desarrollo, la técnica de EAG se ha utilizado ampliamente en el 

estudio de los mecanismos olfativos de los insectos y en la caracterización de los 

componentes de feromonas y atractantes sintéticos (Roelofs, 1984; Malo et al., 2000; 

Park et al., 2000), así como en electroantenografía de campo (Karg y Sauer, 1995). El 

EAG también ha resultado ser una técnica muy útil en el estudio del efecto de 

insecticidas (Lucas y Renou, 1992), análogos fluorados de feromonas (Prestwich y 

Streinz, 1988; Parrilla y Guerrero, 1994; Renou et al., 1997; Sans et al., 1998) u otros 

compuestos sintéticos (Berger y Estes, 1987) sobre la percepción feromonal de los 

insectos. 

 
 
 
 
 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Gerhard+Karg%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Arne+E.+Sauer%22
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-Cromatografía gaseosa acoplada a electroantenograma (GC-EAG) 
 
La técnica de acoplamiento cromatografía de gases-electroantenografía (GC-EAG) 

consiste en instalar un divisor a la salida de la columna de un cromatógrafo de gases 

(ver Capítulo 1) que separe una parte de la muestra inyectada hacia el detector del 

cromatógrafo y la otra parte hacia el EAG. De esta manera, se puede medir de forma 

independiente y a su vez, acoplada tanto la respuesta de la antena ante un determinado 

compuesto volátil como así también la detección de ese compuesto al cual dicha 

antena está respondiendo (figura II.4). 

Una de las ventajas de la técnica GC-EAG es que permite descartar compuestos 

sin actividad biológica y, especialmente, sugerir nuevas moléculas activas para ser 

evaluadas en estudios de comportamiento. 

El GC-EAG se ha convertido en una herramienta muy útil en estudios dirigidos 

a la identificación de nuevas feromonas de insectos (Cossé et al. 1995; Malo et al. 

2000; Maida y Ziesmann, 2001; Drijfhout et al., 2002; Kong et al., 2007; Salerno et 

al., 2012) y otros compuestos semioquímicos activos (Cossé et al., 1995; Qiu et al., 

2004).  
 

 
Figura II.3: Diferentes maneras de realizar la preparación de la antena para llevar a cabo el registro 
antenográfico. A) La antena en contacto directo con los electrodos por medio de un gel conductor para 
ecografías. B) La cabeza del insecto con un electrodo dentro de un capilar de vidrio con solución Ringer, 
actuando como electrodo de referencia, conectado a la base de la cabeza y el otro electrodo de registro conectado 
al extremo de la antena. C) El insecto entero inmovilizado, con el electrodo de referencia en el ojo y el electrodo 
de registro en la antena. (Modificado de Syntech, 2004). 
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Figura II.4: Esquema del equipo de GC-EAG. De manera muy simplificada se muestra el cromatógrafo de 
gases, el cual a la salida de la columna posee un divisor de modo tal que la muestra a analizar pueda ser 
detectada simultáneamente por la antena (montada en el equipo de electroantenografía) y por el detector del 
cromatógrafo (FID). Modificado de Bradbury y Vehrencamp (2011). 
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Capítulo 4: 
 

“Plasticidad comportamental de la respuesta de escape 

de larvas de Triatoma infestans (Hemiptera: 

Reduviidae) generada por la feromona de alarma 

liberada por adultos” 
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Introducción 

Aunque las respuestas innatas son esenciales para la supervivencia de cualquier 

individuo enfrentado a un estímulo percibido por primera vez, los procesos cognitivos 

le confieren la aptitud de adquirir o aumentar la capacidad de responder a estímulos 

que, siendo a priori irrelevantes, toman valor biológico luego de una experiencia 

previa. Esta capacidad de modificar el comportamiento en función de la experiencia 

puede variar entre especies, individuos, e incluso a lo largo de la vida y puede ser 

modulada por la forma en que la nueva información es adquirida. El aprendizaje es 

para los animales un proceso fuertemente adaptativo, evidenciado en la enorme 

cantidad de trabajos que demuestran las capacidades cognitivas de muchos animales, 

incluidos los menos complejos. Si bien es cierto que no existe al día de hoy una 

definición que describa inequívocamente al aprendizaje, clásicamente ha sido definido 

como un cambio comportamental causado por una experiencia previa. Sin embargo, 

dicha experiencia previa puede ser tan variada como tipos de aprendizajes han sido 

descriptos. 

La sensibilización y la habituación son procesos cognitivos que involucran 

condicionamientos no asociativos, los cuales causan un cambio en el comportamiento 

como resultado de una primera experiencia sensorial la cual no está asociada con 

ninguna otra señal o recompensa. 

La sensibilización es un proceso simple en el que la mera presencia de un 

estímulo sensorial provoca un incremento de la atención a dicho estímulo (Monteith, 

1963; Rakitin et al., 1991; Braun y Bicker, 1992), aumentando así la probabilidad de 

encontrarlo o evitarlo (Rakitin et al., 1991; Hammer et al., 1994; Aggio et al., 1996; 

Walters et al., 2001; Anderson et al., 2003; Grubb y Thompson, 2004; Anderson et al., 

2007; Anton et al., 2011; Guerrieri et al., 2012; Minoli et al., 2012). Opuestamente, la 

habituación es un proceso mediante el cual el cerebro filtra información que, luego de 

una exposición sensorial previa, deja de ser relevante (Duerr y Quinn, 1982). 

Generalmente, tiempos cortos de pre-exposición al estímulo disparan un proceso de 

sensibilización, mientras que tiempos largos de pre-exposición provocan una 

habituación de la respuesta. 

El aprendizaje asociativo es el proceso por el cual una asociación entre dos 

estímulos o un comportamiento y un estímulo es consolidada, si es adecuadamente 
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reforzada (Bitterman et al., 1983; Heisenberg et al., 1985; Menzel y Muller, 1996). 

Dos principales formas de aprendizaje asociativo han sido descriptas en animales. En 

el condicionamiento clásico de tipo Pavloviano (Pavlov, 1927) un estímulo 

previamente neutro es repetidamente presentado junto con un refuerzo, hasta que 

finalmente el estímulo neutro genera una respuesta por sí mismo. En el 

condicionamiento operante de Skinner (Skinner, 1937) un determinado 

comportamiento es seguido de un refuerzo, resultando en un cambio en la probabilidad 

de que el comportamiento ocurra nuevamente. 

Aunque el aprendizaje y la memoria han sido extensamente estudiados en 

muchas especies de insectos, incluyendo la adquisición de reglas y conceptos (Lewis y 

Tumlinson, 1988; Vet y Groenewold, 1990; Papaj y Lewis, 1993; Vet et al. 1995; 

Chivers et al., 1996, Dukas, 1998; Deisig et al., 2001; Giurfa et al., 2001; 

Cunningham et al., 2003; Giurfa, 2004; Avarguès-Weber et al., 2010), mucho menos 

se sabe acerca de las habilidades cognitivas de los insectos hematófagos. En mosquitos 

se demostró que la preferencia por un hospedador y por los sitios de oviposición puede 

ser modulada por la experiencia (McCall y Eaton, 2001; McCall et al., 2001; McCall y 

Kelly, 2002; Alonso et al., 2003; Kaur et al., 2003). A su vez, se han publicado 

recientemente trabajos en triatominos en los que se demostró por primera vez la 

capacidad cognitiva de las vinchucas en varios contextos diferentes de sus vidas. En 

estos trabajos se muestra que bajo un paradigma de condicionamiento clásico, R. 

prolixus es capaz de responder comportamentalmente a un olor neutro luego de ser 

reforzado positiva (Vinauger et al., 2011a) o negativamente (Vinauger et al., 2011b). 

Más aún, se demostró que luego de una primera experiencia, individuos de esta 

especie aprendieron a evitar los olores de hospedador negativamente reforzados 

(Vinauger et al., 2012). También, se han publicado otros trabajos en los que se reporta 

que las vinchucas no fueron capaces de asociar diferentes olores neutros relacionados 

con plantas con un refuerzo alimenticio (Abramson et al., 2005; Aldana et al., 2008). 

En este capítulo de la Tesis se analiza si la respuesta de escape de larvas de T. 

infestans, al ser confrontadas a la feromona de alarma liberada por los adultos de la 

misma especie y/o por componentes individuales de la misma, puede ser modulada por 

un proceso cognitivo. Habiendo descripto en el Capítulo 2 de la presente Tesis, la 

respuesta innata de escape de las larvas a la feromona de alarma, se estudió aquí cómo 
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varía dicho comportamiento luego de un condicionamiento previo, que podía ser no 

asociativo (Parte 1) o asociativo (Partes 2 y 3). 

En la Parte 1 se analizó si una pre-exposición olfativa no asociativa a 

compuestos individuales de la feromona de alarma puede cambiar la respuesta de 

escape de las larvas a el/los mismo/s compuesto/s. Tiempos cortos y largos de pre-

exposición fueron aplicados para investigar si existe una relación entre la duración de 

la pre-exposición y la ocurrencia de un proceso de sensibilización o de habituación. A 

su vez, se aplicaron protocolos diferentes variando el tiempo entre la pre-exposición y 

la medición de la respuesta de escape para determinar el tiempo de retención de la 

información adquirida o memoria. Además, se analizó si el componente mayoritario de 

la feromona de alarma y la feromona completa son percibidos como entidades 

químicas diferentes o no realizando pre-exposiciones y tests cruzados. 

En la Parte 2 se estudió el condicionamiento clásico asociativo de la respuesta 

de escape de las vinchucas en presencia del componente mayoritario de la feromona de 

alarma, el ácido isobutírico. Para ello se presentó de forma pareada un pulso de aire de 

ácido isobutírico con un refuerzo negativo y se midieron cambios en la respuesta de 

escape frente al ácido isobutírico. 

En la Parte 3 se aplicó un condicionamiento operante asociativo de la respuesta 

de escape, entregando un pulso de ácido isobutírico a las larvas cada vez que entraban 

en una zona determinada de una arena experimental. De esta manera, en posteriores 

ensayos sin la presencia de olores, se determinó si las larvas fueron capaces de asociar 

una zona de la arena experimental con un refuerzo negativo. 
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Parte 1. Modulación no asociativa de la respuesta de escape de las vinchucas: 
pre-exposición olfativa. 
 
Se llevó a cabo una pre-exposición olfativa, con distintos componentes de la feromona 

de alarma, para luego analizar la existencia de una modulación no asociativa de la 

respuesta de escape de las larvas de T. infestans frente a los mismos estímulos 

químicos. 

 
Materiales y Métodos 
 
-Animales 
 
Los insectos utilizados en todas las series experimentales (Partes 1, 2 y 3) fueron 

obtenidos a partir de huevos de T. infestans obtenidos del Servicio Nacional de 

Chagas, Córdoba, Argentina y criados en el insectario del laboratorio a 28±1º C, 30-

60% HR, bajo un fotoperíodo de 12:12 horas Luz/Oscuridad. Todos los estadios se 

alimentaron semanalmente sobre gallinas vivas. Los animales fueron manipulados de 

acuerdo a las reglas de bioseguridad del Servicio de Higiene y Seguridad de la 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. 

 Para los ensayos, larvas de 4º estadio de T. infestans eran separadas 

semanalmente y luego de 15-25 días de ayuno post-ecdisis eran utilizadas en los 

experimentos. Se utilizó un total de 1440 larvas en los experimentos presentados en 

este capítulo. Los insectos fueron utilizados una única vez y luego descartados. 

 Todos los experimentos (entrenamientos y procedimientos de test) se realizaron 

durante las primeras horas de la escotofase (i.e., 1-5h luego de que la luz se apagara) 

abarcando el período de máxima actividad observada para las vinchucas (Lazzari, 

1992). A su vez, los experimentos fueron llevados a cabo en condiciones de oscuridad 

funcional, respetando así la fase del fotoperíodo en el cual los animales se encontraban 

y evitando, además, la posible utilización de señales visuales por parte de las 

vinchucas durante los ensayos. La temperatura y la humedad relativa del cuarto 

experimental utilizado fueron mantenidas a 25º ± 1º C y 40 ± 10%, respectivamente. 

 

-Procedimientos de Entrenamiento 
 
La pre-exposición a los diferentes estímulos químicos fue llevada a cabo utilizando un 

frasco cilíndrico de acrílico (figura 4.1A, 6cm de alto, 2,5cm de diámetro) dividido 
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horizontalmente por una malla plástica (0,5mm diámetro de poro). Las larvas eran 

ubicadas sobre la malla y los diferentes estímulos debajo de la misma. De esta manera, 

distintos protocolos temporales (figura 4.1: P1, P2, P3 y P4) de pre-exposición fueron 

aplicados en los que los individuos fueron químicamente expuestos a volátiles 

liberados por un papel de filtro cargado con 10μg de ácido isobutírico o 10μg de 3-

pentanona o por un adulto perturbado (feromona de alarma completa). 

La pre-exposición a 3-pentanona se realizó sólo por un período corto (1min, 

figura 4.1: P1), mientras que la pre-exposición al ácido isobutírico se realizó por un 

período corto (1min, figura 4.1: P1 o P3) o por un período largo (60min, figura 4.1: 

P2 o P4). Para la pre-exposición corta, 10μg de ácido isobutírico o 10μg de 3-

pentanona en 50μl de diclorometano (DCM) eran cargados en un papel de filtro (2 × 

1cm) ubicado debajo de la malla del frasco de pre-exposición. Luego, una larva era 

colocada sobre la malla, exponiéndola a los volátiles liberados durante 1 minuto. Para 

la pre-exposición larga, un procedimiento similar fue llevado a cabo, salvo que la larva 

era mantenida sobre la malla durante 60 minutos y que, para asegurar la presencia del 

estímulo olfativo durante dicho período largo de pre-exposición, el papel de filtro 

cargado con la solución estímulo se cambiaba cada 15 minutos por uno nuevo cargado 

inmediatamente antes de ubicarlo en el frasco de pre-exposición (i.e. se utilizaban 4 

piezas de papel de filtro cargadas equitativamente). Los ensayos control (insectos 

naive) fueron llevados a cabo cargando solamente 50μl del solvente utilizado (DCM) 

en el papel de filtro. 

Por otro lado, se realizó una pre-exposición de larvas a la feromona de alarma 

liberada por adultos perturbados de T. infestans. Para evitar la perturbación del adulto-

estímulo durante la manipulación previa, que podría vaciar las glándulas productoras 

de feromona de alarma, se le permitía al insecto el ascenso voluntario a un papel de 

filtro que era luego ubicado en la parte inferior del frasco de pre-exposición. Una vez 

en el frasco, el adulto-estímulo era mecánicamente perturbado para generar la 

liberación de la feromona de alarma presionando sus patas con una pinza entomológica 

(ver Capítulo 2, pág. 79). Cada larva era ubicada sobre la malla durante 1 minuto, pre-

exponiéndola al olor liberado por el adulto perturbado (feromona de alarma) por un 

periodo corto (figura 4.1: P1). Los ensayos control fueron llevados a cabo aplicando 

un protocolo similar pero dejando los adultos sin perturbar (insectos naive). 
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Luego de los protocolos de pre-exposición, los animales fueron mantenidos 

individualmente en frascos de transferencia cilíndricos (figura 4.1B, 3 × 2,5cm) en 

oscuridad, durante 10 minutos (memoria corta, P1 o P2) o 24 horas (memoria larga, P3 

o P4) antes del comienzo de los ensayos de respuesta de escape, los cuales fueron 

realizados en un olfatómetro de doble elección (figura 4.1C, ver más adelante). Para 

los ensayos de pre-exposición a 3-pentanona y a feromona de alarma, el tiempo de 

transferencia fue de 10 minutos. Para el caso del ácido isobutírico, este tiempo de 

transferencia fue de 10 minutos (memoria corta) o de 24 horas (memoria larga). 

 

-Medición de la respuesta de escape en un olfatómetro de doble elección 
 
La respuesta de escape generada por la feromona de alarma de los adultos de T. 

infestans o por compuestos individuales de la misma como el ácido isobutírico o la 3-

pentanona, fue cuantificada utilizando un olfatómetro de doble elección en ausencia de 

corrientes de aire (figura 4.1C). Esta arena experimental es la misma utilizada 

anteriormente (ver Capítulo1, figura 1.1). Brevemente, el olfatómetro utilizado 

consiste de una caja acrílica rectangular superior (15 × 10× 4cm) con orificios en su 

base (2mm. de diámetro) unida a una cámara inferior de igual tamaño, que se 

encuentra verticalmente dividida en 2 partes iguales o sub-cámaras por un tabique 

transversal impermeable a los olores. Cada una de estas sub-cámaras independientes se 

conecta por debajo a un frasco desmontable portador del estímulo (10ml). Un papel de 

filtro con orificios coincidentes con los de la base de la caja superior se utilizó como 

sustrato para los insectos experimentales, permitiendo la correcta difusión de los olores 

y a su vez evitando una posible contaminación química de la caja de acrílico entre los 

ensayos, ya que era cambiado por uno nuevo en cada ensayo. De esta manera, los 

volátiles liberados por las distintas fuentes de estímulo (adultos perturbados o papeles 

cargados con soluciones artificiales de ácido isobutírico o 3-pentanona - 0,1; 10 o 

1000μg en 50μl de DCM- colocados en los frascos estímulo) salen por difusión simple 

desde los frascos estímulo, entran en la sub-cámara y comienzan a difundir por los 

orificios de la base de la arena superior y del papel que actúa como sustrato, donde se 

encuentran los insectos experimentales, generando un gradiente químico. 

Luego de que ambos frascos estímulo fueran conectados a cada sub-cámara, una 

larva era ubicada en el centro de la arena experimental superior y mantenida cubierta 
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con un pequeño frasco invertido durante 1 minuto para permitir la familiarización con 

el contexto y la difusión del olor. Luego, la larva era liberada retirando el frasco que la 

cubría y su comportamiento registrado durante 4 minutos mediante una video-cámara 

conectada a una grabadora digital. Para evitar el posible efecto de una heterogeneidad 

espacial en la distribución de las larvas sobre la arena experimental, la posición de los 

estímulos fue alternada al azar entre los ensayos. Los ensayos control fueron 

realizados agregando DCM en ambos frascos portadores de estímulos. 

 

-Análisis de datos 
 
Al igual que en los capítulos anteriores, el tiempo transcurrido durante los tests a cada 

uno de los lados de la arena experimental fue registrado como una medida de la 

preferencia olfatoria de los insectos. Un índice de preferencia (IP) que varía entre -1 y 

1 fue calculado como IP = (TC − TE)/(TC + TE), donde TC es el tiempo (en segundos) 

transcurrido del lado del control de la arena y TE es el tiempo transcurrido del lado del 

estímulo. En las series control (es decir, sin estímulo agregado) TE es el tiempo 

transcurrido a un lado o al otro de la arena experimental elegido al azar. Valores de IP 

cercanos a -1, 0, o 1 indican repelencia, distribución al azar o atracción al estímulo, 

respectivamente. Las desviaciones de una distribución al azar (es decir, IP = 0) de las 

larvas sobre la arena experimental fueron analizadas mediante un T-Test de 1 muestra. 

 Por otro lado, las diferencias entre pre-exposiciones fueron analizadas a través 

de un T-Test para comparaciones entre dos tratamientos y de un análisis de varianza 

(ANOVA) de 1 factor para varios tratamientos, seguido de comparaciones a posteriori 

(Test de Tukey) cuando fue necesario. Un total de 40 réplicas fue realizado para cada 

tratamiento. 
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Figura 4.1: Protocolos y dispositivos experimentales utilizados para analizar los efectos de una exposición no 
asociativa en la respuesta de escape de larvas de T. infestans. P1, P2, P3 y P4: protocolos de pre-exposición y 
test. El rectángulo gris oscuro representa la pre-exposición (1 o 60 min), el gris claro la transferencia (10 min o 
24 hs) y el negro el test olfativo de 4 min. A) La exposición química fue realizada en un frasco de pre-
exposición. B) Entre la pre-exposición y el test las larvas eran mantenidas en un frasco de transferencia. C) Los 
tests olfativos se realizaron en un olfatómetro de doble elección. 
 
 
Resultados. Plasticidad comportamental no asociativa: pre-exposición olfativa 

 
-Modulación de la respuesta de escape al ácido isobutírico luego de una pre-
exposición química corta (1minuto) o larga (60 minutos), medida a corto (10 minutos) 
o largo plazo (24 horas) 

 
Ward (1981) demostró que el principal componente de la feromona de alarma liberada 

por los adultos de T. infestans, el ácido isobutírico, promueve repelencia en adultos de 

la misma especie. Similarmente, nuestros resultados muestran que las larvas de 4º 

estadio son repelidas cuando se colocan 10μg de ácido isobutírico como estímulo 

(figura 4.2A; T-Test de 1 muestra, p = 0,04) y no con otras dosis del mismo 

compuesto (p>0,05 para todos los casos). Además, se mostró que cuando las larvas 

fueron expuestas durante un período corto de tiempo (1 min) a 10μg de ácido 

isobutírico justo antes del test (10 min), la respuesta fue similar en dosis-dependencia 

(figura 4.2B; T-Test de 1 muestra, p=0,001 para 10μg de ácido isobutírico, p>0,05 

para las otras dosis), aunque más intensa, ya que el rechazo por 10μg de ácido 

isobutírico de las larvas pre-expuestas resultó ser significativamente mayor que el de 

las naives (figuras 4.2A, B; T-Test, p=0,0002; la comparación se muestra con la línea 

vertical). Estos resultados sugieren la existencia de un proceso de sensibilización 

asociado a la pre-exposición olfativa. 

 Contrariamente, el efecto de una pre-exposición larga (60 min) al ácido 

isobutírico resultó en un cambio drástico de repelencia a atracción frente a 10μg de 
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ácido isobutírico (figura 4.2C; T-Test de 1 muestra, p=0,00005) evidenciado 10 

minutos después. 

Por otro lado, luego de 24 horas transcurridas desde una pre-exposición corta (1 

min) a 10μg de ácido isobutírico, las larvas mostraron una respuesta de escape 

significativamente diferente de una distribución al azar (figura 4.3B, T-Test de 1 

muestra, p=0,04) pero que no difirió del comportamiento de las larvas naives (figuras 

4.3A, B; T-Test, p=0,2; la comparación se muestra con la línea vertical). Estos 

resultados sugieren que el efecto de sensibilización observado anteriormente dura por 

lo menos 10 minutos pero menos de 24 horas. 

 En el caso de una pre-exposición larga (60 min) de las larvas al ácido 

isobutírico, la respuesta de escape medida luego de 24 horas se desvaneció 

completamente, mostrando los insectos una indiferencia completa a todas las dosis 

puestas a prueba de ácido isobutírico (figura 4.3C; T-Test de 1 muestra, p>0,05, en 

todos los casos). 



131 
 

Índice de Preferencia

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

N
ai

ve
Pr

e-
ex

p.
 la

rg
a 

(6
0m

)
a 

10
 g

 A
c.

Is
o.

Pr
e-

ex
p.

 c
or

ta
 (1

m
)

 a
 1

0 
g 

de
 A

c.
Is

o.

Lado del EstímuloLado del Control

*

*

*

*

A

B

C

DCM

0,1 g Ac.Iso.

10 g Ac.Iso.

1000 g Ac.Iso.

DCM

0,1 g Ac.Iso.

10 g Ac.Iso.

1000 g Ac.Iso.

DCM

0,1 g Ac.Iso.

10 g Ac.Iso.

1000 g Ac.Iso.

 

 
Figura 4.2. Modulación a corto plazo (memoria a 10m) de la respuesta de escape al ácido isobutírico luego de 
una pre-exposición química corta (1m) o larga (60m). (A) Las larvas naive evitaron 10μg de ácido isobutírico y 
no otras dosis. (B) Un claro efecto de sensibilización luego de la pre-exposición corta fue evidenciado en la dosis 
de 10μg de ácido isobutírico. (C) Una pre-exposición larga invirtió el significado del ácido isobutírico que pasó 
de ser repelente a atractivo. 
N = 40 ensayos para cada dosis. Los asteriscos indican diferencias significativas de una distribución aleatoria (IP 
= 0, T–Test de 1 muestra, p<0,05). El asterisco sobre la línea vertical indica diferencias significativas entre 
tratamientos (T-Test, p<0,05). Pre-exp= Pre-exposición. Ac.Iso= ácido isobutírico. DCM= diclorometano. 
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Figura 4.3. Modulación a largo plazo (memoria a 24h) de la respuesta de escape al ácido isobutírico luego de 
una pre-exposición química corta (1m) o larga (60m). (A) Las larvas naive evitaron 10μg de ácido isobutírico y 
no otras dosis. (B) 24 horas luego de una pre-exposición corta se observó una respuesta de escape exactamente 
igual a la de las larvas naives (i.e. se revirtió la sensibilización observada en Fig. 4.2 B). (C) Un protocolo de 
pre-exposición larga luego de 24 horas generó una respuesta al azar frente al ácido isobutírico en todas las dosis 
puestas a prueba. 
N = 40 ensayos para cada dosis. Los asteriscos indican diferencias significativas de una distribución aleatoria (IP 
= 0, T–Test de 1 muestra, p<0,05). “NS” sobre la línea vertical indica que no se encontraron diferencias 
significativas entre tratamientos (T-Test, p<0,05). Pre-exp.= Pre-exposición. Ac.Iso= ácido isobutírico. DCM= 
diclorometano. Mem= memoria. 
 
 
 
-Modulación de la respuesta de escape frente a la 3-pentanona luego de una pre-
exposición olfativa corta. 
 
Como se demostró en el Capítulo 3, las larvas naive no mostraron una respuesta de 

escape frente a las distintas dosis de 3-pentanona puestas a prueba (figura 3.1E). Con 

el objetivo de analizar si el efecto de la pre-exposición a dicho compuesto neutro (es 

decir que no presenta una respuesta comportamental asociada en nuestro dispositivo) 

podría generar un cambio en la repuesta de las larvas (e.g., una sensibilización que 
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provoque que comiencen a reaccionar), se realizó una pre-exposición corta (1 minuto) 

a 10μg de 3-pentanona y se puso a prueba la respuesta a las mismas concentraciones 

que antes, 10 minutos después. Se observó que luego de la pre-exposición, las larvas 

no fueron repelidas ni atraídas por ninguna dosis, mostrando una distribución al azar 

sobre la arena experimental (figura 4.4, T-Test de 1 muestra, p>0,05 para todos los 

casos). 
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Figura 4.4. Modulación de la respuesta a la 3-pentanona luego de una pre-exposición química. (A) Las larvas 
naive no mostraron una distribución sobre la arena experimental diferente del azar para ninguna de las dosis 
puestas a prueba. (B) La pre-exposición no generó un cambio en dicha distribución. N = 40 ensayos para cada 
dosis. T-Test de 1 muestra, p>0,05 en todos los casos. 3-pent.= 3-pentanona. DCM= diclorometano. 
 
 
 
-Modulación selectiva de la respuesta de escape al ácido isobutírico y a la feromona 
de alarma liberada por los adultos: pre-exposición olfativa lineal y cruzada. 

 
De acuerdo a Manrique et al. (2006) y/o a capítulos anteriores de esta Tesis (Capítulos 

2 y 3) se desprende que las larvas de T. infestans evitan zonas en donde perciben la 

feromona de alarma o su componente principal, el ácido isobutírico. Se mostró, 

además, que una pre-exposición química a 10μg de ácido isobutírico incrementa la 

respuesta de escape al mismo compuesto (ver figura 4.2). En esta parte de la Tesis se 
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estudió si la respuesta de escape a la feromona de alarma está también modulada por 

una pre-exposición química a la mezcla de olores de la misma o a su componente 

mayoritario solo, el ácido isobutírico. En otras palabras, se analizó el efecto lineal y 

cruzado de una pre-exposición breve a la feromona de alarma (i.e., una mezcla de 

volátiles liberada por adultos perturbados) o a su componente principal solo (el ácido 

isobutírico) en la respuesta de escape generada por los mismos dos olores. 

 Como se esperaba, las larvas naives evitaron el lado de la arena que contenía 

10μg de ácido isobutírico o la feromona de alarma completa (figura 4.6; T-Test de 1 

muestra, p<0,05, para los dos casos). Una pre-exposición al ácido isobutírico generó 

un aumento en la repelencia al mismo compuesto (como fuera mostrado 

anteriormente) y no modificó la respuesta a la feromona de alarma, ya que las larvas 

continuaron evitándola de igual manera que las naives. Por otro lado, una pre-

exposición a la feromona de alarma causó que las larvas dejen de evitar el lado de la 

arena experimental con la feromona de alarma durante el test (T-Test de 1 muestra, 

p>0,05) y no moduló la respuesta de escape al ácido isobutírico. 
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Figura 4.6. Modulación de la respuesta de escape al ácido isobutírico o a la feromona de alarma luego de una 
pre-exposición química lineal o cruzada a los mismos compuestos. Las larvas naive evitaron el ácido isobutírico 
y la feromona de alarma. La pre-exposición a ácido isobutírico aumentó la respuesta de escape frente al mismo 
compuesto pero no modificó la respuesta de las naive a la feromona de alarma. La pre-exposición a la feromona 
de alarma no moduló la respuesta innata de escape al ácido isobutírico pero promovió que las larvas dejen de 
escapar de la feromona de alarma. 
N = 40 ensayos para cada dosis. Los asteriscos indican diferencias significativas de una distribución aleatoria (IP 
= 0, T–Test de 1 muestra, p<0,05). Letras o números diferentes indican diferencias significativas entre 
tratamientos (T-Test, p<0,05). Ac.Iso= ácido isobutírico. 
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Parte 2. Modulación asociativa de la respuesta de escape de las vinchucas: 
condicionamiento clásico. 
 

Un arreglo de condicionamiento clásico fue diseñado para las larvas del 4to estadio de 

T. infestans en el cual se esperaba que la respuesta de escape al ácido isobutírico 

aumentara al asociar la presencia de este compuesto aversivo con una perturbación 

mecánica. 

 
Materiales y Métodos 
 
-Animales 
 
Se utilizaron larvas del 4to estadio de T. infestans criadas en nuestro laboratorio bajo 

las mismas condiciones descriptas previamente (ver sección -Animales de la parte 1). 

 
-Procedimiento de Entrenamiento  
 
El entrenamiento fue llevado a cabo colocando una larva dentro de un frasco de vidrio 

cerrado (figura 4.7A, 5cm de altura, 3cm de diámetro) conectado a un tubo de entrada 

(5mm de diámetro) que llevaba una corriente de aire limpio, a la cual se le podían 

agregar dosis controladas de ácido isobutírico manualmente mediante un interruptor 

electrónico. El ácido isobutírico se agregaba sobre una pieza de papel de filtro 

cargando 10μg o 1000μg (en solución con DCM). Un tubo de salida (5mm de 

diámetro) llevaba los olores a un extractor externo. El frasco conteniendo la larva en 

su interior estaba apoyado sobre un mezclador (Vortex1000rpm) que generaba una 

perturbación mecánica electrónicamente controlada. El tiempo de entrega de ácido 

isobutírico y la perturbación mecánica causada por el mezclador fue manipulado para 

generar diferentes protocolos de aprendizaje asociativo (figura 4.7: P5 y P6). 

Un protocolo de condicionamiento (figura 4.7: P5) consistió de 5 minutos de 

entrenamiento durante los cuales la larva percibió una vez cada 1 minuto un ensayo de 

5 segundos de un pulso de aire portador de ácido isobutírico (10 o 1000μg) pareado 

con un pulso de 5 segundos de perturbación mecánica, desfasados en 2 segundos. Así, 

cada individuo recibía un entrenamiento consistente de 6 eventos pareados, separados 

entre sí por 53 segundos en los que se les presentaba una corriente de aire limpio y sin 

vibración. 
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Un protocolo de pseudo-condicionamiento (figura 4.7: P6) fue llevado a cabo 

en el cual 6 ensayos de pulsos de aire de ácido isobutírico y 6 perturbaciones 

mecánicas fueron entregadas de manera azarosa (i.e., no pareada). A los insectos del 

grupo naive no se les presentó ni ácido isobutírico ni perturbación mecánica. 

Luego del entrenamiento, los animales fueron transferidos a frascos cilíndricos 

de acrílico individuales (figura 4.7 B, 3 × 2,5cm) en oscuridad, durante 2 minutos, 

antes del comienzo de los tests realizados en un olfatómetro de doble elección (figura 

4.7 C, ver más adelante). 

 

-Medición de la respuesta de escape en un olfatómetro de doble elección 
 
La respuesta de escape generada por el ácido isobutírico fue puesta a prueba utilizando 

un olfatómetro de doble elección en ausencia de corrientes de aire (figura 4.7 C; ver 

más detalles en figura 1.1 del Capítulo 1 y/o Parte 1 de este capítulo). En cada ensayo 

individual, un frasco portador fue utilizado como control (cargando 50μl de DCM en 

un papel de filtro de 2,5 × 0,5cm) y el otro fue utilizado para el estímulo (10 o 1000μg 

de ácido isobutírico en 50μl de DCM cargados en el papel de filtro). Para evitar el 

posible efecto de una heterogeneidad espacial en la distribución de las larvas sobre la 

arena experimental, la posición de los estímulos fue alternada al azar entre los ensayos. 

 

-Análisis de datos 
 
Para cada test, el tiempo transcurrido en cada lado de la arena experimental fue 

registrado durante 4 minutos. De igual manera que lo presentado en capítulos 

anteriores y que en la sección anterior de este mismo capítulo, se calculó el índice de 

preferencia (IP). Las desviaciones de una distribución al azar (es decir, un IP = 0) 

fueron evaluadas para cada tratamiento mediante un T-Test de 1 muestra. Un total de 

40 réplicas fue realizado para cada tratamiento. 
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Figura 4.7. Protocolos y dispositivos experimentales utilizados para analizar los efectos de un condicionamiento 
clásico (asociativo) en la respuesta de escape de las larvas T. infestans. P5 y P6: protocolos de condicionamiento 
y test. El rectángulo gris oscuro representa un pulso de ácido isobutírico (5 seg), el blanco un pulso de vibración 
mecánica (5 seg), el gris claro la transferencia (2 min) y el negro el test olfativo (4 min). A) El condicionamiento 
clásico fue realizado en un frasco con entrada y salida de corriente de aire (a la cual se le podía agregar olores) 
apoyado en un mezclador de mesada. B) Entre el condicionamiento y el test las larvas eran mantenidas en un 
frasco de transferencia. C) Los tests olfativos se realizaron en un olfatómetro de doble elección. 
 

 
 
Resultados. Plasticidad comportamental asociativa: condicionamiento clásico o 
Pavloviano 

 
-Modulación de la respuesta de escape frente al ácido isobutírico luego de una 
asociación clásica con una perturbación mecánica 

 
Ya demostramos que ciertas dosis de ácido isobutírico generan, en nuestra arena 

experimental, una respuesta de escape dosis dependiente por parte de las larvas de T. 

infestans. En estos ensayos, se aplicó un condicionamiento clásico pareando la entrega 

de pulsos de aire cargadas con ácido isobutírico con una perturbación mecánica. Las 

larvas naive presentaron una respuesta de escape innata frente a 10μg de ácido 

isobutírico (figura 4.8A; T-Test de 1 muestra, p=0,04). Aunque se esperaba que este 

efecto repelente aumentara luego del entrenamiento en el cual el valor hedónico de los 

10μg de ácido isobutírico podría ser aún más negativo luego de una asociación con un 

segundo estímulo aversivo (la perturbación mecánica), no se observó una respuesta de 

escape para el grupo de condicionamiento (figura 4.8A; T-Test de 1 muestra, p>0,05). 

Lo mismo ocurrió con el pseudo-condicionamiento con 10μg de ácido isobutírico (en 

el cual la entrega de ácido isobutírico no estaba pareada con la perturbación mecánica) 

donde se observó una falta de respuesta frente a 10μg de ácido isobutírico durante el 

test (figura 4.8A; T-Test de 1 muestra, p>0,05). El desvanecimiento de la respuesta de 
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escape podría ser un efecto de habituación al ácido isobutírico entregado durante el 

entrenamiento. 

 Posteriormente se realizó un condicionamiento similar al descripto pero 

utilizando 1000μg de ácido isobutírico durante el entrenamiento y el test. Se observó 

que aunque los animales naive no evitaron la zona de la arena experimental con esta 

dosis de ácido isobutírico (figura 4.8B; T-Test de 1 muestra, p>0,05), una vez 

sometidos a un condicionamiento en el cual se pareó la entrega de 1000μg de ácido 

isobutírico con una perturbación mecánica, las larvas comenzaron a evitarlo (figura 

4.8B; T-Test de 1 muestra, p=0,02). En su correspondiente pseudo-condicionamiento, 

no se observó una respuesta de escape (figura 4.8B; T-Test de 1 muestra, p>0,05). 

Estos resultados muestran que las larvas de T. infestans son capaces de asociar una 

clave química con un estímulo aversivo, por lo menos a ciertas dosis de ácido 

isobutírico. 

 Estos resultados también muestran que la falta de respuesta de escape observada 

en las larvas cuando 1000μg de ácido isobutírico fueron presentados en un lado de la 

arena experimental (figura 4.2) no es por una limitación del dispositivo (por ejemplo, 

debido a una homogeneización química de la arena causada por las altas dosis), pero, 

sin embargo, sí es un resultado de la preferencia de los insectos, como lo observado en 

esta sección en donde las larvas evitaron la misma dosis. 
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Figura 4.8. Modulación de la respuesta de escape al ácido isobutírico luego de un condicionamiento clásico 
aversivo. (A) Las larvas naive evitaron 10μg de ácido isobutírico pero el condicionamiento aversivo no 
incrementó la respuesta de escape. B) Las larvas naive no evitaron 1000μg de ácido isobutírico. Sin embargo, 
luego del entrenamiento fueron fuertemente repelidas por esta dosis.  
N = 40 ensayos para cada tratamiento. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto a un IP = 0 
(T–Test de 1 muestra, p<0,05). Ac.Iso= ácido isobutírico. 
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Parte 3. Modulación asociativa de la respuesta de escape de las vinchucas: 
condicionamiento operante 
 

Un entrenamiento de condicionamiento operante fue diseñado en el cual las larvas de 

T. infestans fueron entrenadas a evitar una zona de una arena experimental 

castigándola con un pulso de ácido isobutírico cada vez que entraban a dicha zona 

durante el entrenamiento. Durante tests posteriores en ausencia de olor, se espera que 

las larvas eviten el lado de la arena experimental donde el ácido isobutírico fue 

entregado durante el entrenamiento. 

 
Materiales y Métodos 

 
-Animales 
 
Se utilizaron larvas del 4to estadio de T. infestans criadas en nuestro laboratorio bajo 

las mismas condiciones descriptas previamente (ver sección –Animales del Parte 1). 

 
-Procedimiento de Entrenamiento 
 
El entrenamiento se realizó utilizando una arena experimental rectangular (8 × 5× 

4cm) con la mitad de su piso cubierto con papel de filtro liso y la otra mitad cubierto 

con papel de filtro rugoso (figura 4.9A). Un tubo de silicona conectado a un difusor 

plano triangular al nivel del suelo podía entregar continuamente a la arena 

experimental completa aire limpio o cargado con ácido isobutírico. El ácido isobutírico 

se cargaba en un papel de filtro (2,5 × 0,5cm) agregando 50μl de DCM con 10 o 

1000μg de ácido isobutírico que se interponía en la corriente de aire limpio. Antes de 

cada ensayo, un lado de la arena (y por lo tanto una textura) fue establecido como el 

lado “castigado” y el otro lado como el lado “seguro” de una manera pseudo-aleatoria 

(i.e., al azar pero balanceada a lo largo de 40 ensayos). El tiempo de entrega de ácido 

isobutírico era definido por la posición del insecto en cada ensayo de 

condicionamiento (figura 4.9: P7) o manipulada por el experimentador en los ensayos 

de pseudo-condicionamiento (figura 4.9: P8). 

 Para los ensayos de condicionamiento, una larva era liberada en el centro de la 

arena experimental y durante 5 minutos de entrenamiento se agregaba el ácido 

isobutírico a la corriente cada vez que la larva entraba al lado “castigado” 
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(previamente determinado). Los ensayos de pseudo-condicionamiento fueron 

realizados agregando ácido isobutírico al aire limpio independientemente de la 

posición en la que se encontrara el animal en la arena experimental durante 5 minutos. 

El tiempo total de entrega de ácido isobutírico durante los ensayos de pseudo-

condicionamiento fue calculado a partir de las series de condicionamiento. 

 Luego del entrenamiento los animales fueron transferidos a un frasco cilíndrico 

de acrílico (figura 4.9B; 3 × 2,5cm) en oscuridad durante 1 minuto, antes del 

comienzo de los tests para medir preferencia espacial en ausencia de olor (figura 

4.9C). 

 

-Medición de la preferencia especial en una arena experimental en ausencia de olores 

 
La preferencia espacial (guiada por la textura del piso) fue registrada sobre la misma 

arena experimental utilizada durante el entrenamiento (figura 4.9C), pero en este caso 

sin la adición de ácido isobutírico en la corriente de aire (i.e., una corriente continua 

portadora de 50μl de DCM únicamente). En cada ensayo una larva fue ubicada en el 

centro de la arena experimental y cubierta con un frasco de acrílico invertido. Luego 

de un minuto de familiarización con el contexto, el frasco fue suavemente retirado 

permitiendo la liberación de la larva. Su comportamiento fue registrado utilizando una 

video-cámara conectada a una grabadora digital. Para evitar el posible efecto de una 

heterogeneidad espacial en la distribución de las larvas sobre la arena experimental, el 

agregado de ácido isobutírico fue alternadamente pareado al sustrato rugoso y liso de 

manera pseudo-aleatoria (i.e. al azar pero balanceada a lo largo de 40 ensayos). 

  

-Análisis de datos 
 
El tiempo transcurrido a cada lado de la arena experimental fue registrado durante el 

entrenamiento (5 minutos) y durante el test (5 minutos). Un índice de preferencia (IP) 

que varía de -1 a 1 fue calculado como IP = (TS – TC) / (TS + TC), donde TS es el 

tiempo (en segundos) transcurrido en el lado “seguro” y TC es el tiempo transcurrido 

en el lado “castigado” de la arena experimental. Valores de IP cercanos a -1, 0, o 1 

indican preferencia a permanecer en el lado “castigado”, distribución al azar sobre la 
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arena experimental o preferencia a permanecer en el lado “seguro” de la arena 

experimental, respectivamente.  

Las desviaciones de una distribución al azar de las larvas sobre la arena 

experimental (es decir, IP = 0) fueron analizadas por medio de un T-Test de 1 muestra. 

Un total de 40 réplicas se realizaron para cada tratamiento. 

 

 

 
Figura 4.9. Protocolos y dispositivos experimentales utilizados para analizar los efectos de un condicionamiento 
operante (asociativo) en la respuesta de escape de las larvas T. infestans. P7 y P8: protocolos de 
condicionamiento y pseudo-condicionamiento y test. El rectángulo gris oscuro representa el condicionamiento y 
pseudo-condicionamiento operante (5 min), el gris claro la transferencia (1 min) y el negro el test de memoria (5 
min). A) El condicionamiento operante fue realizado en una caja con una entrada de aire que entregaba aire 
limpio o cargado de ácido isobutírico dependiendo si las larvas ocupaban el lado “seguro” o “castigado”, 
respectivamente. B) Entre el condicionamiento y el test cada larva era mantenida en un frasco de transferencia. 
C) Los tests de memoria se realizaron en la misma caja con piso rugoso o liso y sin agregado de ácido 
isobutírico. 
 
 
Resultados. Plasticidad comportamental asociativa: condicionamiento operante o 
Skinneriano 
 
-Evitación de una zona neutral luego de una asociación operante con una 
perturbación química como el ácido isobutírico 
 
Un paradigma de condicionamiento operante fue aplicado entregando un castigo 

(ácido isobutírico agregado a la corriente de aire) cuando la larva ingresaba al lado 

“castigado” de la arena experimental. A diferencia de los experimentos previos, este 

protocolo permite calcular el índice de preferencia (IP) durante el entrenamiento 

además de calcularlo durante los tests. Cuando el entrenamiento se realizó utilizando 

10μg de ácido isobutírico como refuerzo negativo, aunque se observó cierta tendencia 

a evitar el lado “castigado” tanto en el entrenamiento como en el test, las larvas 
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mostraron una distribución al azar sobre la arena experimental (figura 4.10A; T-Test 

de 1 muestra, p>0,05, para ambos casos). 

Sin embargo, cuando se utilizó 1000μg de ácido isobutírico, se observó ya 

durante el entrenamiento una evitación del lado “castigado” (figura 4.10B; T-Test de 1 

muestra, p=0,01). Luego de la transferencia de 1 minuto, las larvas continuaron 

evitando el lado previamente definido como “castigado”, aún en ausencia de olor 

durante el test (figura 4.10B; T-Test de 1 muestra, p=0,009). Como era de esperar, las 

larvas de los grupos pseudo-condicionados presentaron una distribución al azar 

durante ambos, el entrenamiento y el test de las series de 10μg y 1000μg de ácido 

isobutírico (figura 4.10A, B; T-Test de 1 muestra, p>0,05 para todos los casos). 
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Figura 4.10: Modulación de la respuesta de escape al ácido isobutírico luego de un condicionamiento operante 
aversivo. (A) Las larvas no evitaron la zona castigada con 10μg de ácido isobutírico ni durante el entrenamiento 
ni durante el test. (B) Cuando se utilizó 1000μg de ácido isobutírico como “castigo” durante el entrenamiento, 
las larvas aprendieron a evitar el lado “castigado”, tanto durante el entrenamiento como en el test sin olor, 
N = 40 ensayos para cada tratamiento. Los asteriscos indican diferencias significativas con un IP = 0 (T –Test de 
1 muestra, p<0,05). 
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Discusión 
 
En este capítulo de la Tesis se analizó la plasticidad comportamental controlada por la 

experiencia previa en la vinchuca T. infestans, bajo un contexto de escape mediado por 

una feromona de alarma. Se pusieron a prueba distintas formas de aprendizaje y se 

mostró una modulación de la respuesta de escape de las larvas frente al ácido 

isobutírico. Aunque un comportamiento tan relevante para la supervivencia como lo es 

escapar de un peligro potencial generalmente requiere de una base genética, se mostró 

en este capítulo que es fuertemente modulado por la experiencia. Se utilizaron 

distintos enfoques cognitivos incluyendo protocolos asociativos y no asociativos, 

condicionamientos clásicos y operantes, y en todos los casos se obtuvo en mayor o 

menor grado algún tipo de modulación cognitiva. 

 La sensibilización es un proceso mediante el cual luego de una breve 

percepción de un estímulo, un individuo incrementa su respuesta comportamental en 

presencia del mismo. En los experimentos de pre-exposición realizados en esta Tesis, 

los individuos pre-expuestos brevemente al ácido isobutírico lograron una mayor 

atención a este compuesto y una mayor propensión a escapar del mismo durante los 

tests. En sus ambientes naturales, una breve percepción de la feromona de alarma 

podría significar que el peligro se encuentra aún en las cercanías. Por ello, permanecer 

más sensible a la feromona de alarma podría favorecer a realizar un escape rápido y 

representar, por lo tanto, la diferencia entre sobrevivir o morir. 

 Por otro lado, la habituación es un proceso a través del cual un estímulo 

presentado de manera continua y/o intensa causa un decremento de la respuesta 

comportamental asociada, debido a una des-sensibilización a dicho estímulo. En otras 

palabras, el individuo deja de percibir al estímulo, permitiéndole dejar de reaccionar a 

un estímulo que ya no es informativo. En los experimentos de pre-exposición al ácido 

isobutírico se esperaba una habituación expresada como la falta de respuesta de escape 

luego de una pre-exposición larga. Sin embargo, se obtuvo como resultado una 

inversión del significado de la señal, convirtiéndose en un estímulo que no solo dejaba 

de ser repulsivo sino que también comenzaba a atraer a las larvas. Para comprender 

qué proceso podría ser el responsable de dicho cambio comportamental es importante 

recalcar que el ácido isobutírico ha sido ya reportado por otros autores como un 

repelente a altas dosis y como atractante a bajas dosis en triatominos (Schofield, 1975; 
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Ward, 1981; Guerenstein y Guerin, 2001). Además de ser liberado por las glándulas de 

Brindley, el ácido isobutírico es un componente del sudor humano (Cork y Park, 1996) 

y probablemente de otros hospedadores de los triatominos. Sin embargo, la cantidad de 

este compuesto liberado por la piel de los vertebrados es mucho menor comparada con 

el contenido de ácido isobutírico presente en la feromona de alarma liberada por los 

adultos. Podría ocurrir entonces que luego de una pre-exposición larga se dispare un 

proceso de habituación que no suprima por completo la sensibilidad a dicho 

compuesto sino que la disminuya drásticamente, resultando en la sub-estimación de la 

dosis real detectada. Si esto ocurriera, las larvas podrían estar estimando la presencia 

de un hospedador en lugar de una feromona de alarma. Sin embargo, esta es solo una 

de las posibles explicaciones. Otro proceso alternativo como el “priming” sensorial 

podría también explicar la atracción luego de una pre-exposición larga (Schacter y 

Buckner, 1998). 

 En general, una disminución de una respuesta comportamental luego de una 

exposición química puede deberse tanto a una habituación (i.e., modulación a nivel 

central) como a una adaptación sensorial (i.e., modulación a nivel periférico). En base 

a los resultados aquí presentados, se puede descartar que los cambios de 

comportamiento de escape debidos a una pre-exposición larga se deban a una 

adaptación sensorial al ácido isobutírico, ya que se observó una inversión de la 

respuesta, y no una falta de respuesta, como cabría de esperar si una adaptación 

sensorial ocurriese. Del mismo modo, la fatiga motora es otra explicación posible 

descartada ya que una disminución en la respuesta locomotora podría también causar 

una falta de respuesta. 

 Como era de esperar, la duración de la pre-exposición especificó en estos 

resultados el signo de la modulación cognitiva no asociativa: la pre-exposición corta 

generó una sensibilización, mientras que la pre-exposición larga generó una 

habituación. Aunque no fue el objetivo de esta parte de la Tesis, se podría pensar que 

debería existir algún punto entre la pre-exposición corta y la larga en el cual ambos 

fenómenos, la sensibilización y la habituación, se encontraran luchando uno contra el 

otro, llegando incluso a anularse mutuamente. Sin embargo, basándose en estos 

resultados no se puede informar si los mecanismos fisiológicos envueltos en ambos 

procesos son independientes o no. 



146 
 

 En este capítulo de la Tesis, se demostró, además, que una pre-exposición al 

ácido isobutírico puede modular la sensibilidad al mismo compuesto en larvas de T. 

infestans, evidenciando cambios en la respuesta de escape dosis-dependiente luego de 

una pre-exposición corta o larga. Sin embargo, la relevancia de la dosis de ácido 

isobutírico utilizada para la pre-exposición no fue estudiada en este trabajo. Para llevar 

a cabo los tratamientos de pre-exposición se eligió 10 μg de ácido isobutírico debido a 

su relevancia biológica, ya que esta dosis es similar a la cantidad presente en las 

glándulas de Brindley, estimada por cromatografía gaseosa (ver resultados Capítulo 2). 

Futuros estudios deberían focalizarse en analizar si los efectos de la pre-exposición 

están modulados por la concentración y si el cambio de sensibilización a habituación 

podría estar modulado no sólo por la duración de la pre-exposición sino también por la 

concentración del compuesto utilizado durante la pre-exposición. Además, no se puede 

saber con estos resultados si el efecto de la pre-exposición es dosis-dependiente, es 

decir, si la pre-exposición a cierta dosis provoca un cambio en la sensibilidad a la 

misma dosis o a otras dosis también. En este trabajo, sólo se encontró una modulación 

de la respuesta de escape cuando las larvas fueron testeadas a la misma dosis a la que 

fueron expuestas. 

 Como se mencionó previamente, el ácido isobutírico es el componente 

principal de la feromona de alarma emitida por los adultos T. infestans perturbados 

(Games et al., 1974; Schofield, 1979; Manrique et al., 2006). En esta Tesis se 

demostró por un lado que la pre-exposición a una dosis biológicamente relevante de 

ácido isobutírico aumenta la respuesta de los insectos frente al mismo compuesto. 

Además, se demostró que la pre-exposición a la feromona de alarma provocó una falta 

de respuesta a la misma. Sin embargo, no se obtuvo modulación cruzada de ningún 

tipo. Es decir, ni la pre-exposición a la feromona de alarma moduló la respuesta al 

ácido isobutírico ni la pre-exposición al ácido isobutírico moduló la respuesta a la 

feromona de alarma. Estos resultados sugieren que cuando un individuo percibe la 

feromona de alarma, no es sólo el componente principal el responsable de la respuesta 

de escape sino más bien una combinación con otros compuestos volátiles liberados 

durante la perturbación. Esto se evidencia en los resultados presentados en el capítulo 

3 de este trabajo de Tesis. 
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 El ácido isobutírico per se es percibido de manera innata por las larvas de T. 

infestans como un estímulo aversivo, ya que en la naturaleza este compuesto es 

utilizado como una herramienta para comunicar la presencia de algún tipo de peligro a 

con-específicos. En este trabajo, aplicando un protocolo de condicionamiento clásico 

en el cual el ácido isobutírico fue utilizado como estímulo condicionado y una 

vibración mecánica como incondicionado aversivo, el valor negativo del ácido 

isobutírico fue aumentado logrando una mayor respuesta de escape al mismo 

compuesto. La perturbación mecánica fue aplicada como un estímulo aversivo ya que 

en ambientes naturales de las vinchucas, la acción de un predador que intenta 

capturarla o la defensa de un hospedador irritado podrían generar estímulos vibratorios 

similares al generado en estos experimentos. Por esta razón, el aumento en la respuesta 

de escape de las larvas luego de la co-ocurrencia de la contingencia ácido 

isobutírico/perturbación mecánica muestra cómo la correcta asociación entre estos dos 

estímulos debe ser relevante para la supervivencia. Las larvas podrían, de esta manera, 

responder escapando innatamente a la feromona de alarma pero responder más 

intensamente si además de la presencia de la feromona de alarma encuentra otras 

evidencias más directas de la presencia de un peligro. (e.g., un indicador de riesgo más 

directo como una vibración mecánica). 

 Fue demostrado aquí y en trabajos previos que el ácido isobutírico genera un 

comportamiento de repelencia en las vinchucas; Sin embargo, el ácido isobutírico per 

se no es el peligro real, sino una señal química que advierte de la presencia de un 

peligro potencial como lo es un predador o la defensa de un hospedador. En 

experimentos realizados en este capítulo de la Tesis, se puso a prueba si el ácido 

isobutírico podría actuar como un castigo para las larvas en un contexto de 

condicionamiento operante. Se demostró con resultados contundentes que las 

vinchucas son capaces de evitar zonas a priori neutras (en este caso piso rugoso o piso 

liso) castigándolas con la sola presencia del acido isobutírico. De acuerdo a la 

bibliografía existente, este es el primer trabajo en el cual un olor aversivo es utilizado 

como un refuerzo negativo en animales. En estos experimentos, las larvas aprendieron 

a evitar zonas con mayor presencia de ácido isobutírico. Este comportamiento 

aprendido podría permitirle a los triatominos evitar zonas donde previamente hubo 
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ácido isobutírico presente, es decir, zonas con mayor probabilidad de encontrar un 

peligro potencial. 

 Para ambos protocolos asociativos aplicados en este trabajo (i.e., 

condicionamiento clásico y operante), mayores concentraciones del estímulo químico 

resultaron en una mejor consolidación de la asociación presentada. Aún si una mejor 

respuesta innata de escape fue obtenida cargando 10μg de ácido isobutírico en la pieza 

de papel de filtro, la mejor marca de memoria fue obtenida cuando 1000μg ácido 

isobutírico fueron utilizados para ambos protocolos de condicionamiento, el clásico y 

el operante. Se sabe de trabajos anteriores que la saliencia o prominencia de los 

estímulos es un parámetro clave para una mejor consolidación de la memoria en 

muchos animales (Pelz et al., 1997). Nuestros resultados parecerían confirmar dicha 

afirmación. 

 Por todo lo expuesto en este capítulo de la Tesis se demostró que un 

compuesto particular, el ácido isobutírico, puede ocupar diferentes roles en la 

modulación cognitiva de un comportamiento particular. En un principio se demostró 

que el ácido isobutírico es un estímulo incondicionado, ya que genera una respuesta de 

escape innata (i.e., una respuesta incondicionada) en estos insectos. Además, se 

demostró, en la parte 1, que el ácido isobutírico puede actuar como agente de 

sensibilización cuando es entregado bajo un protocolo de pre-exposición corta. A su 

vez, una larga pre-exposición a este compuesto puede invertir su significado biológico 

para los triatominos, sugiriendo un proceso de habituación involucrado. Además, en la 

parte 2, se mostró que el ácido isobutírico puede actuar como un estímulo 

condicionado bajo un paradigma clásico, ya que la respuesta de las vinchucas al 

mismo varía luego de asociarlo con otro estimulo innatamente negativo como lo es la 

vibración mecánica (que sería el estimulo incondicionado). Y finalmente, en la parte 3, 

el ácido isobutírico toma el rol de estímulo incondicionado aversivo en un contexto 

operante, refuerzo negativo que fue suficiente para lograr que las vinchucas eviten una 

zona a priori neutra (que sería el estimulo condicionado). 

 Teniendo en cuenta la bibliografía existente, éste es el primer trabajo en el 

que se informa de la existencia de una única molécula que tiene varias y diferentes 

funciones cognitivas. 
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Conclusiones finales:  
 
 
-Estadios inmaduros de T. infestans y volátiles liberados durante un evento de 
perturbación 
 
Los resultados presentados en este trabajo de Tesis evidencian, por primera vez, la 

existencia de una clave química liberada por las larvas de 5to estadio de la vinchuca T. 

infestans perturbadas, que media el comportamiento de escape de larvas de la especie. 

Si bien no fue posible la identificación precisa de los compuestos químicos 

involucrados como así tampoco la determinación de la fuente de liberación, sí se logró 

una aproximación en cuanto a los compuestos químicos que podrían ser responsables. 

 Para profundizar y completar este estudio, sería conveniente la repetición del 

muestreo de volátiles en el headspace de un número elevado de larvas perturbadas, 

acoplado a su control correspondiente con el fin de confirmar la presencia de 4-metil-

4-hidroxi-2-pentanona en la secreción liberada. Además, se deberían realizar ensayos 

para analizar la respuesta comportamental que este volátil podría evocar en las larvas.  

 A su vez, es necesario profundizar el análisis de las glándulas salivales y del 

regurgido liberado por las larvas luego de una perturbación. En el Capítulo 3 se 

observó que las larvas mostraron una respuesta de escape a 2-metil-1-butanol, un 

compuesto que además de ser componente de la feromona de larma liberada por los 

adultos, fue encontrado en el regurgitado de las larvas perturbadas. 

 

-Dinámica de llenado de las glándulas de Brindley presentes en los adultos de 
T. infestans 
 
Cuando el adulto se encuentra farado en el interior de la larva de 5to estadio, posee sus 

glándulas de Brindley completamente desarrolladas, sin embargo, aún no se 

encuentran llenas. Luego de la ecdisis imaginal, parecería ocurrir que a medida que la 
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cutícula se va endureciendo, las glándulas de Brindley se llenan gradualmente hasta 

alcanzar un contenido de ácido isobutírico de 11,36 µg. Este valor fue considerado 

como un equivalente de adulto, lo cual representa el estado de las glándulas llenas. Se 

demostró también que luego de una perturbación, dicho contenido es recuperado de 

manera gradual, requiriendo aproximadamente una semana hasta alcanzar el contenido 

inicial. A su vez, se evidenció que sucesivas perturbaciones generan una disminución 

gradual del contenido de las glándulas de Brindley y que el grado de ayuno podría 

limitar la capacidad de recarga de estas glándulas para una eventual liberación de la 

secreción frente a una nueva perturbación. Esta dependencia de la alimentación en el 

llenado de las glándulas se vio reflejada en el comportamiento de escape de las larvas. 

 
-Respuesta de las larvas T. infestans frente a volátiles liberados por los adultos 
de la especie luego de una perturbación 
 
El análisis de la respuesta comportamental de las larvas frente a volátiles liberados por 

las glándulas metasternales y de Brindley de los adultos durante un evento de 

perturbación demostró que además del ácido isobutírico, otros volátiles son capaces de 

evocar una respuesta de escape. Las larvas evitaron la dosis de 10 µg de los ácidos 

isobutírico, butírico y acético y el alcohol 2-metil-1-butanol, evaluados 

individualmente. Frente a otras dosis evaluadas de estos compuestos y a las cetonas 3-

pentanona y 2-butanona, al ácido propiónico y al alcohol 2-metil-1-propanol, las larvas 

no mostraron una respuesta de orientación diferente del azar. Por otro lado, en el 

análisis de mezclas, ya sea binarias, cuarternarias, en dosis activas o presentes en la 

secreción, se observaron distintas respuestas, tanto repelencia como atracción. 

 Es interesante destacar que nuestros resultados parecerían indicar que sólo las 

glándulas de Brindley cumplen una función de alarma, excluyendo de este contexto a 

las glándulas metasternales; ya que el volátil exclusivo de estas últimas (3-pentanona) 

no generó respuesta de escape en las larvas. 

 

-Capacidades cognitivas de las larvas de T. infestans en contexto de alarma 
 

Las larvas de T. infestans son capaces de aprender bajo un contexto de escape mediado 

por la feromona de alarma. Se mostró en nuestro estudio que, bajo distintos enfoques 
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cognitivos, asociativos y no asociativos, clásicos y operantes, el comportamiento de 

escape es fuertemente modulado por la experiencia. 

 Los resultados obtenidos mostraron que la pre-exposición a una dosis 

biológicamente relevante de ácido isobutírico aumenta la respuesta de los insectos 

frente al mismo compuesto. Además, se demostró que la pre-exposición a la feromona 

de alarma provocó una falta de respuesta a la misma 

 Es interesante resaltar que en esta Tesis se demostró que un único compuesto, el 

ácido isobutírico, puede ocupar diferentes roles en la modulación cognitiva de un 

comportamiento particular. El ácido isobutírico puede ser un estímulo incondicionado, 

ya que genera una respuesta innata de escape (i.e., una respuesta incondicionada); o 

puede actuar como un estímulo condicionado bajo un paradigma clásico, ya que la 

respuesta de las vinchucas al mismo varía luego de asociarlo con otro estimulo 

innatamente negativo como lo es una vibración mecánica (que sería el estimulo 

incondicionado); y, por último, el ácido isobutírico toma el rol de estímulo 

incondicionado aversivo en un contexto operante, refuerzo negativo que fue suficiente 

para lograr que las vinchucas eviten una zona a priori neutra (que sería el estimulo 

condicionado). 
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Apéndice III: “La casita del Río”  
(Modificado de: Silvana Santiago, de la Redacción de lanacion.com, Jueves 09 de diciembre de 2010) 

 
Desde la ventana del laboratorio 51, en el 4° piso de la FCEyN, pasaron muchos soles y días diáfanos, 
numerosas lunas llenas, grandes tormentas, infinitos aviones, y una pregunta: ¿Qué es esa casita que está en el 
Río? 
 

 
 
 … Porque mientras la vida cotidiana allá, del otro lado de la ventana, corría, yo me doctoraba pero 
tratando de no perder la dimensión de la belleza… 

 
 

Cuentan que la idea de construirla empezó tras un gran pánico cuando las amenazas en Buenos Aires eran el 
cólera y la peste amarilla. La construcción de esta “casita” fue parte de un proyecto que en 1874 buscaba proveer 
de agua potable para 400.000 porteños. 

Básicamente, lo que hacía era tomar agua del río para enviársela a la planta de potabilización que en ese 
momento se encontraba en lo que hoy es el Museo de Bellas Artes. Tuvo una vida efímera, dada la expansión 
geométrica de la población en Buenos Aires de esos tiempos, por lo que fue dada de baja apenas cuatro décadas 
después de su inauguración. 

Estaba ubicada a 800 metros de la costa con una estructura que combinaba el cemento armado y los 
bloques de granito. Por fuera, mostraba cuatro caras de lo que los expertos llaman una "sobria arquitectura 
neoclásica", algo que la Ilustración y el Progreso habían impuesto por esos años, y que significaba la vuelta a las 
formas simples de la Antigua Grecia y Roma. Estaba coronada con una torre de metal que en el momento en que 
fue creada sostenía en la parte superior una baliza de gas, porque en Buenos Aires todavía no había iluminación 
eléctrica. Los mismos parámetros estéticos dominantes hacían impensable que una obra de esa importancia no 
rematara en una obvia veleta de hierro. 

En el interior, un revoque austero cubría las paredes que se prolongaban bajo el nivel del agua en rejas 
que habilitaban la entrada del agua. Detrás de la puerta que hoy permanece cerrada, una pequeña pasarela 
recorría todo el perímetro de la casa, bordeada de una simple baranda metálica. Desde allí partía una escalera 
marinera para acceder a la baliza. En el centro del ambiente, un cilindro de 3 metros de diámetro, ubicado por 
sobre 2,60 metros del nivel máximo de crecidas y 10 metros por debajo del lecho del río, canalizaba las aguas 
para su potabilización en la Planta Recoleta. 

Como todo lo que se compraba o ideaba en esa época se recurrió a Europa para la proyección del 
diseño. El elegido fue un ingeniero hidráulico inglés, John Bateman, quien envió al sueco Carl Nystromer a estas 
tierras para la puesta en marcha de su idea. 

Él resolvió que se ampliara la planta potabilizadora y que se construyera el palacio, todavía en pie en la 
avenida Córdoba y Riobamba, para contener en su interior un tanque en el que se almacenara todo el líquido a 
distribuir entre los habitantes de la ciudad. 
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A más de un siglo de su construcción, las cuatro caras recubiertas de ladrillo vista están tan oscuras 
como el agua del río. El avance de la ciudad hizo que esté a pocos metros de la costa, mientras que con la llegada 
de la electricidad y de las nuevas tecnologías, la veleta y la baliza fueron reemplazadas por sustitutos de menor 
estilo arquitectónico. 

Pocos registros quedaron de los años en que funcionó. En los archivos de AySA (heredados de la ex 
Obras Sanitarias) sólo se conservan las copias de los planos originales y el Archivo General de la Nación no 
almacenó imágenes de la torre en su tiempo de operaciones.  

 

  
 

Copia del plano del ingeniero John Bateman, firmado en su nombre por Karl Nystromer en 1885.Foto:Gza 
AySA. 
 

 
Copia del plano del ingeniero John Bateman, firmado en su nombre por Karl Nystromer en 1885. Foto:Gza 
AySA  
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