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RESUMEN

En insectos se han descrito tres patrones de intercambio gaseoso: continuc
(IGCO), ciclico (IGC) y discontinuo (IGD), siendo los dos primeros de caracter ancestral v
el tercero una novedad que habria aparecido en forma convergente e independiente en al
menos cince taxa, y del cual no hay registro en Phasmatodea. Se han propueste seis
hipotesis sobre el origen del IGD, siendo las mas estudiadas la Hidrica y la Cténica
(hipoxia/hipercapnia), y dados los antecedentes evolutivos que explican la aparicion del
IGD, no es posible descartar que este patrén se encuentre en este orden de insectos.

Con el sentido de apoyar o descartar a la Hipétesis Hidrica, en este trabajo se
analizd la tasa de produccion de CO, asociada a la pérdida de agua evaporativa total a
través de un gradiente térmico (10, 20 y 30 °C) en adultos de Agathemera crassa, un
fasmido altoandino de Chile central, cuya condicion ambiental durante invierno es subnival
(hipoxia/hipercapnia) y la de verano es xérica. Las mediciones se efectuaron utilizando un
sistema de flujo continuo de aire seco pasando a 200 ml min™, por un periodo de 24 h y
ciclo L:O de 12:12 h, con el fin de registrar tanto el periodo de reposo como el de
actividad.

Durante el pericdo de reposo, A. crassa exhibib los tres patrones de intercambio
gaseoso, destacando la utilizacion del IGD preferentemente a 10 °C (85% de los
individuos). A medida que la temperatura aumenté, el IGCO fue el patrén mas frecuente,
siendo utilizado por el 100% de los individuos a 30 °C. Los componentes del ciclo
{(amplitud, periodo y frecuencia) estuvieron fuertemente influenciados por el incremento de
la temperatura ambiental, observandose un aumento sustancial de los picos de
produccién de CO; y su frecuencia, y una concomitante disminucién de la duracién del
ciclo, la que estuvo determinada principalmente por las fases C y F. Durante el periodo de

actividad de los individuos, los patrones con ciclo se modificaron a continuos, con un

ix



aumento significativo de la tasa metabdlica. No se observé efecto de la temperatura sobre
la tasa de pérdida de agua, a excepcion de las hembras a 30 °C, cuyo valor fue
aproximadamente el doble respecto de 10 y 20 °C. Al separar la pérdida de agua
evaporativa total en sus componentes cuticular y respiratoria en aquellos patrones con
ciclo, se observé una contribucién del 80 y 20%, respectivamente, cuya proporcion no
difirid entre 10 y 20 °C. En los tres patrones de intercambio gaseoso existid una
asociacion directa y significativa entre la tasa de produccion de CO, y la de pérdida de
agua.

Los resultados sugieren que la Hipétesis Hidrica, debe rechazarse, pues no seria
una explicacion para el surgimiento del IGD en A. crassa, dado que a mayores
temperaturas, donde se perdié mas agua, este patrén desaparecié. Por otra parte, la baja
contribucion del agua perdida por respiracion respecto a la via cuticular, sugiere un bajo
aporte de este componente al ahorro y balance hidrico de los individuos. No obstante, el
habitat subterraneo de esta especie y su historia de vida sugieren que la aparicién de IGD
podria explicarse por un conjunto de factores, entre ellos la condicion ambiental de
hipercapnia (H. Cténica) y la baja demanda metabdlica asociada al sistema de
retroalimentacion regulateria de PO, y PCO, (H. Neuronal). Se concluye que la presencia

del IGD podria estar subestimada en otros taxa de insectos y artropodos, al ser medidos

bajo condiciones en donde este patron no necesariamente puede expresarse.
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ABSTRACT

In insects have been described three gas exchange pattems: continuous (IGCO),
cyclic (IGC) and discontinuous (IGD), being the first two an ancestral character and the
third a novelty that would have appeared convergent and independently in at least five
taxa, and of which no record in Phasmatodea. Six hypotheses have been proposed about
the origin of the IGD, being the most studied the Higric and Chthonic

(hypoxic/hypercapnic), and given the evolutionary background to explain the appearance

of the IGD, we cannot rule out that this pattern is present in this order of insect.

With regard to support or disprove the Higric Hypothesis, this study examined the
rate of CO, production associated with the total evaporative water loss through a thermal
gradient (10, 20 and 30 °C) in adults of Agathemera crassa, a high-Andean phasmid of
central Chile, whose environmental condition during winter is sub-nival
(hypoxic/hypercapnic) and summer is xeric. The measurements were conducted using a
continuous flow system with dry air passing 200 ml min™, for a period of 24 h and cycle L:

D of 12:12 h, in order to record both rest and activity periods.

At rest, A. crassa showed three patterns of gas exchange, highlighting the use of
IGD preferably at 10 °C (85% of individuals). As the temperature increased, the IGCO
pattern was more frequent, being used for 100% of individuals at 30 °C. Cycle components
(amplitude, period and frequency} were strongly influenced by the ambient temperature
increases, observing a substantial increase on peaks of CO. production and their
frequency, and a concomitant decrease in the duration of cycle, which was determined
primarily by C and F phases. During activity period of individuals, the pattems were
changed to continuous cycle, with a significant increase in metabolic rate. There was no

effect of temperature on water loss rate, except for the females at 30 °C, which value was



about twice that 10 and 20 °C. By partiticning total evaporative water loss in its cuticular
and respiratory components in those cyclic patterns, there was a contribution of 80 to 20%.
respectively, whose proportion does not differ between 10 and 20 °C. In all three patterns
of gas exchange there was a direct and significant association between CO, production

and water loss rates.

The results suggest that Higric Hypothesis would not be an explanation for the
emergence of IGD in A. crassa, since at higher temperatures, where more water is lost,
this pattern disappeared. Moreover, the low contribution of cuticular water loss over the
respiration one, suggesting a low contribution of this component to saving and water
balance of individuals. However, the underground habitat of this species and its life history
suggest that the appearance of IGD could be explained by a combination of factors,
including the environmental condition of hypercapnia (Chthonic H.) and low metabolic
demand associated with PO, and PCO, feedback regulatory system (Neural H.). We
conclude that the presence of the IGD may be underestimated in other taxa of insects and
arthropods, because they may have been measured under conditions where this pattern

may not necessarily be expressed.
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1. INTRODUCCION

La respiracion de los insectos no sélo depende de la mera difusién de los gases a
fraveés de las estructuras respiratorias, sino que corresponde a un procesc mas complejo
que depende de factores come la temperatura, la disponibilidad de agua y la condicién

hipoxia/hipercapnia (Chown & Nicolson 2004).

Al igual que todos los seres vivos, los insectos pueden ser catalogados como
estructuras disipadoras de energia, capaces de adquirirla junto con nutrientes de forma
activa desde el ambiente, modificando tanto a este Ultimo como a si mismos (Chown &
Nicolson 2004). Consecuentemente, y en respuesta a condiciones ambientales adversas,
los insectos pueden migrar en busca de microclimas mas aptos para su desarrollo.
Cuando esta respuesta conductual es insuficiente para modular los efectos del cambio,
los insectos pueden evadir estas condiciones adversas a través de modificaciones

fisiolégicas durante sus periodos activos y/o de dormancia o reposo (Danks 2002, 2007).

Las respuestas que los insectos pueden efectuar hacia el ambiente estan
estrechamente relacionadas con la regulacion fisiologica, la que depende, en ultimo
término, de la energia producida a través de! metabolismo de los sustratos (Chown &
Nicolson 2004). Esta energia metabdlica representa la “intensidad” de funcionamiento en
una situacion dada (Nespolo et al. 2007), ademas de permitir la adquisicién de recursos
adicionales para crecer, reproducirse y/o ser participe de las interacciones propias de una

comunidad ecolégica (Chown & Nicolson 2004).

Dado que el metabolismo de fos insectos durante los periodos de reposo y
actividad es generalmente aerdbico (Chown & Nicolson 2004}, es posible determinar la

tasa metabdlica de un animal mediante la medicion del consumo de oxigenc y/o de la



liberacion de CO, asociados a los procesos oxidativos de los sustratos (Schmidt-Nielsen
1997, Chown & Nicolson 2004). En este contexto, es importante distinguir entre el
catabolismo oxidativo como un proceso a nivel celular (respiracién) y el intercambio

gaseosc como la transferencia fisica de gases entre la atmésfera y los tejidos/hemolinfa

(Lighton 1984).

En este ultimo proceso, las capacidades y estrategias de los insectos pueden
considerarse como el cruce de intereses entre la fisiologia, la ecologia, la etologia y la
evolucion (Lighton 1996). Son, de hecho, respuestas de tipo adaptativas las que ha
encontrado la mayoria de los investigadores en relacion a eventuales desviaciones de los
patrones de tasa metabolica. En este sentido, interrupciones en algunos componentes del
metabolismo de inveriebrados han sido sugeridas como adaptaciones frente a la

desecacion (Alpert 2006).

Las significancias adaptativas de estas respuestas aun son desconocidas, dado
los complejos patrones de intercambio gasecso presentes en algunos insectos (Nespolo
et al. 2007). En este grupo, los patrones respiratorios han sido clasificados en tres tipos

principales: intercambio de gases continuo, ciclico y discontinuo (Gibbs & Johnson 2004).

En primer lugar, el intercambio de gases continuo (IGCO) (Figura 1) tiene lugar
mediante movimientos ventilatorios que promueven la difusion y/o conveccion de los
gases, y en donde los espiraculos se mantienen abiertos constantemente (Chown &

Nicolson 2004).
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Figura 1. Intercambio gasecso continuo (IGCO) en Aphodius fossor (Scarabaeidae),
medido a 15 °C. Chown & Holter 2000.

El intercambio de gases ciclico (IGC) (Figura 2) consta de una produccion
constante de CO, con pequenas variaciones dadas por los periodos de actividad y/o
ruidos aleatorios. Este patron respiratorio se caracteriza por presentar picos periodicos de

produccion de CO,, seguidos de valles de baja liberacién de este compuesto (Chown &

Nicolson 2004).
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Figura 2. Intercambio gaseoso ciclico (IGC) en Drosophila melanogaster (Diptera),
medido a 25 °C. Redibujado de Williams et al. 1997.



En contraste, el intercambio de gases discontinuo (IGD) {Figura 3) se caracteriza
por presentar picos de produccién de CO, intercalados por periodos de nulo intercambio
gaseoso. De esta forma, en este patron respiratorio es posible distinguir tres fases (Figura
4), las que estén asociadas a la apertura y cierre de los espiraculos (Chown & Nicolson
2004): 1) fase O (open), la que corresponde al pico de liberacién de CO, generado por la
apertura de los espiraculos; 2) fase C (closed), la que es generada por el cierre de los
espiraculos formando valles posteriores a la fase O: y 3) fase F (flutter), en donde una
leve liberacién de CO; antecede a la fase O producto de Ia apertura intermitentie de los

espiraculos (Chown & Nicolson 2004).
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Figura 3. Intercambio gaseoso discontinuo (IGD) en Omorgus radula (Coleoptera),
medido a 24 °C (Bosch et al. 2000).
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Figura 4. Fases del intercambio gaseoso discontinuo. Medicion obtenida desde una pupa
de Atfacus atlas (Lepidoptera) (Hetz & Bradley 2005).

El estudio del IGC y del IGD en insectos, ha tenido un sesgo en términos de la
diversidad de especies, siendo los taxa mas analizados los coledpteros y otros insectos
holometabolos (Chown et al. 2006). Filogenéticamente, Marais et al. (2005) sugieren que
la evoluciéon de los patrones de intercambio gaseoso en insectos radica en el IGC como el
caracter ancestral del grupo. En este contexto, el IGD pareciera haber evolucionado
independientemente sélo en unas pocas especies de distintos ordenes, dentro de los

cuales también se presentan los patrones ciclico y continuo (Figura 5).

Se han propuesto al menos seis hipotesis para explicar el origen del intercambio
gaseoso ciclico y discontinuo: (1) Hipétesis Hidrica, la que indica que el IGC y/o el IGD
representan una adaptacién a ambientes xéricos, limitando, de esta forma, la pérdida de
agua evaporativa (Buck et al. 1953, Levy & Schneiderman 1966); (2) Hipétesis Cténica-
hidrica, la cual plantea que el IGC y/o el IGD representan una adaptacién a ambientes
hipdxicos/hipercapnicos, limitando al mismo tiempo la pérdida de agua evaporativa
(Lighton & Berrigan 1995); (3) Hipotesis de dafio oxidativo, cuya estrategia plantea que el
IGC y/o el IGD reducen el dafio oxidativo durante los periodos de baja demanda de
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oxigeno (Hetz & Bradley 2005); (4) Hipotesis de propiedad emergente, la cual sefala que
el IGC y/o el IGD representan un epifenomeno no-adaptativo que surge de la interaccion
entre dos sistemas de retroalimentacion que regulan el intercambio gaseoso con una
demanda minima (Chown & Holter 2000); (5) Hip6tesis de proteccién ante invasores, en la
que el IGC y/o el IGD son una adaptacion que incrementa la frecuencia de cierre de los
espirdculos para disminuir asi el riesgo de infestacion por parasitos (Harrison et al. 2001);
y {6) Hipltesis Neuronal, la que asocia la hipdtesis de Propiedad Emergente con los
sensores de PO, y PCO; del sistema nerviocso (Mathews & White 2011). Sin embargo, la
mayoria de los debates se ha centrado en las dos primeras hipétesis (Chown & Nicolson

2004, Gibbs & Johnson 2004, Marais et al. 2005, Nespolo et al. 2007).

B Continuous

L] Cyclic

A DGC E®

? Pattern unknown HOA
HeA

Figura 5. Filogenia de insectos que indica el(los) patrén(es) de intercambio gaseoso
exhibido(s) por distintas especies dentro de cada orden. Nétese que el patrén respiratorio
discontinuo se presenta en solo 5 de 30 drdenes de insectos, ausentandose en
Phasmatodea, mientras que el ciclico y el continuo han sido observados en todos los taxa
estudiados, siendo el primero la condicidn ancestral del resto (modificado de Marais et al

2005)



Para el orden Phasmatodea, existe un déficit de informacion respecto al
intercambio gaseoso, sin embargo, los patrones descritos hasta ahora muestran lz
presencia de los mecanismos ciclico y continuo (Marais et al. 2005). No obstante, dados
los antecedentes evolutivos que explican la aparicién del intercambio gaseoso
discontinuo, no es posible descartar que alguna(s) familias de este orden presente(n) este

patron.

Por otra parte, trabajos recientes han dado cuenta de una impertante asociacion
entre los patrones respiratorios y la pérdida de agua respiratoria, haciendo énfasis en la
contribucion de esta uUltima a la pérdida total de agua evaporativa en insectos (Chown
2002). En este contexto, la pérdida de agua evaporativa ha sido estudiada
experimentalmente en insectos que exhiben IGD, procediendo a particionar el intercambio
gaseoso en sus componentes relativos a los espiraculos y la cuticula (Lighton et al. 1993).
Una reduccion en la apertura continua de los espiraculos podria favorecer un ahorro de
agua (Lighton et ai. 1993), principalmente durante la fase F, debido a la presion
endotraqueal negativa generada por un flujo bajo y convectivo de gases. A altas
temperaturas, Chappel & Rogowitz (2000) argumentan que, debido a altas tasas
metabdlicas y presiones de saturacién del vapor de agua, la pérdida potencial de agua
respiratoria deberia ser mas alta y los IGD mas pronunciados. Sin embargo, y en
contraste a este argumento, Chown (2002) observd que los individuos abandenan el IGD
cuando la conservacion de agua se torna critica. Por ejemplo, se ha registrado una
especie de colebptero que practicamente no utilizaba el IGD a altas temperaturas, y
cuando lo hacia, el periodo que comprendia el cierre de los espirdculos (aguel que

disminuye la perdida de agua), se reducia sustancialmente.



Dados estos antecedentes, y sobre la base de las hipétesis respecto origen de ios
mecanismos de intercambio gaseoso ciclico y discontinuo, en este trabajo se analizara el
o los patrones presentes en la especie altoandina Agathemera crassa (Phasmatodea) y
su asociacion con la pérdida de agua evaporativa. El ambiente donde habita la especie
es, durante el periodo invernal, de caracter hipoxico/hipercapnico (Jones 1999,
Musselman et al. 2005), ya que utiliza refugios bajo tierra y nieve, mientras aue durante el
verano es extremadamente xérico. Trabajos preliminares, basados en experimentos de 48
horas a 20 °C, han logrado identificar un patrén de respiracién discontinuo, cuya
frecuencia y magnitud podrian estar asociadas a la temperatura ambiente y al nivel de

actividad de los individuos.

1.1. Hip6tesis

En funcion a los antecedentes aportados, se propone las siguientes hipotesis:

a) Si los ciclos respiratorios discontinuos observados en A. crassa corresponden a un
mecanismo de ahorro de agua, éstos debieran ser mas acentuados a altas T,, donde
las perdidas de este recurso deberian ser mayores.

b) La existencia de ciclos discontinuos deberia ser mas acentuada en periodos de
reposo, y desaparecer o modificarse a ciclos continuos y/o ciclicos en periodos de
actividad.

c) Debera existir una correlacion positiva entre los ciclos de liberacion de CO, y los de

pérdida de agua respiratoria.



1.2. Objetivos

1.2.1. Obijetivo general

Determinar los patrones de intercambio gaseoso y su relacién con la pérdida de

agua evaporativa en el fasmido altoandino Agathemera crassa a través de un gradiente

de temperatura ambiental.

1.2.2. Objetivos especificos

Tanto para machos como para hembras en estadio adulto, se plantean ios

siguientes objetivos:

a) Determinar el patrén de intercambio gaseoso a través de la produccién de CO, y
analizar los aspectos relacionados con su estructura (periodo, frecuencia, amplitud y
caracterizacion de las fases) a tres temperaturas ambientales contrastantes (10, 20 y
30 °C).

b) Determinar la pérdida de agua evaporativa total asociada a cada patron de
intercambio gaseoso y la contribucién relativa de cada uno de sus componentes
(cuticular y respiratorio).

¢} Analizar la posible correlacion entre ambas variables de la fisiologia de A. crassa.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Modelo de estudio

Agathemera crassa Blanchard, 1851 (Phasmatodea: Agathemeridae) es un
fasmido hemimetabolo que habita ambientes cordilleranos de Chile central. desde el rio
Aconcagua (Region de Valparaiso) hasta las Termas del Flaco (Region del Lib. Bdo.
O’Higgins), por sobre la linea de bosques hasta los 3000 m s.n.m., aproximadamente
(Camousseight 1995, Vera et al. 2012). Puede ser encontrado en solitario, en pareja ¢ en
grupos con proporciones de sexo y de tamafio corporal variables, bajo vy entre rocas, las
que generalmente se ubican cercanas a su alimento principal, Acaena sp.. El ambiente
donde habita la especie se caracteriza por poseer un clima frio de alta radiacion solar, con
precipitaciones generalmente en forma de nieve o granizo, las que permanecen entre 5 a
6 meses (mayo a octubre/noviembre) (Hoffmann et al. 1998). Durante este Gitimo periodo,
A. crassa permanece bajo refugios subterraneos, caracterizados por una baja
disponibilidad de oxigeno y altas concentraciones de diéxido de carbono (Jones 1999,
Musselman et al. 2005), mientras que durante el periodo estival, la disponibilidad de agua
disminuye, tornandose un ambiente extremadamente xérico (C. Veloso, comunicacion
personal). Los datos obtenidos hasta la fecha permiten proponer a Agathemera crassa
como una especie de habitos nocturnos, que presenta su mayor actividad durante el

periodo de oscuridad {Camousseight 1995, C. Veloso, comunicacion personal).

Machos y hembras poseen un marcade dimorfismo sexual en cuanto a tamafio

corporal, alcanzando una masa de 4 gy 13 g, respectivamente (Thienel 2010).
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2.2. Captura y mantencion

Durante septiembre de 2010, correspondiente a inicios de primavera, se capturd
un total de 20 individuos adultos (10 hembras y 10 machos) desde la localidad altoandina

de Lagunillas (33°25' S 71°28’ W, 2400 m s.n.m.), Regién Metropolitana. Chile central.

Una vez trasladados al laboratorio y durante toda su permanencia, los animales
fueron dispuestos en cajas plasticas separadas por sexo, dentro de camaras termo-
reguladas con foto-periodos diarios de L:O de 14:10 hrs. a 20:5 °C, y alimentados con una

dieta ad libitum de Acaena splendens, su alimento natural.

2.3. Respirometria

El respirémetro utilizado fue similar al de otros autores (e.g. Chappel!l & Rogowitz
2000, Lighton & Turner 2004, Nespolo et al. 2007), el que consiste en un sistema abierto
de flujo continuo (200 ml min™'), del cual se remueve el CO.y el vapor de agua presentes,
utilizando columnas de cal de hidroxido de bario (Baralyme®) y anhidrido de suifato de
calcio (Drierita®), respectivamente. En este estado, el aire ingresa a la camara metabdlica
de vidrio de 127 ml (aquella que contiene el animal), la que se encuentra dentro de la
camara termo- y foto-regulada. Posteriormente, el aire fluye a través de un analizador de
vapor de agua Sable Systems Internationai® (Las Vegas, Nevada, EEUU), modelo RH-
300, luego del cual el aire se filtra nuevamente por Drierita®, para luego pasar por el
analizador de CQO, Sable Systems international®, modelo FOXBOX. Finalmente, a traves
de la interfase UI2 de la misma marca anterior, los datos son exportados al computador,

en donde son analizados mediante el software ExpeData (Sable Systems Intermational®)
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version 1.0.3. Tanto al inicio como al término de la medicion, se realizé una linea de base

de 15 min para estabilizar los niveles de los gases del sistema.

Las mediciones de produccion de CO, y de pérdida de agua evaporativa (TEWL)
tuvieron una duracién de 24 hrs, con el fin de registrar los periodos de actividad y de
reposo de los individuos; y se realizaron a tres temperaturas ambientales contrastantes
(10, 20 y 30 °C), con un foto-periodo L:O de 12:12 hrs. Cada individuo (10 machos y 10

hembras) fue medido una sola vez por cada temperatura. La toma de datos fue cada 5 s.

La masa corporal (m,) de los individuos fue registrada con una balanza digital de
precisidén + 0,01 g, tanto al inicio, como una vez finalizada la medicién. De esta manera, el
valor de my utilizado en el andlisis de los datos correspondié al promedio entre ambos
momentos, el que no tuvo variacion significativa a través de los tratamientos térmicos
(ANOVA medidas repetidas: F=2,66; p=0,08). Sin embargo, se observo una diferencia
significativa de la m, respecto al sexo, presentado las hembras un mayor tamafio corporal
que los machos (F=118,68; p<<0,01), lo que da cuenta del marcado dimorfismo sexual de
la especie. La Tabla 1 muestra los valores promedio de masa corporal (+ DE) de cada

individuo medido entre los 3 tratamientos (10, 20 y 30 °C).
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Tabila 1. Masa corporal promedio entre tratamientos de individuos adultos de A. crassa.

individuo m,(g) DE

M1 245 0,05
M2 226 0,09
M3 254 0,16
M4 1,84 0,18
M5 220 0,16
M8 225 0,20
M12 316 017
M13 240 0,06
M14 2,37 0,07
M15 254 015
H2 6,00 023
H3 549 005
H4 546 0,20
H5 466 029
H6 631 0,39
H7 494 0,09
H10 687 022
H12 7.06 0,38
H13 502 0,24
H14 502 0,21

Promedio & 2,40 0,34
Promedio ¥ 5,68 0,34

2.4. Determinacién de patrones de intercambio gaseoso

Las trazas de produccion de CQ, fueron categorizadas como continuas, ciclicas o
discontinuas por inspeccion, segun el método propuesto por Marais et al. (2005), en el
cual el patron discontinuo es rapidamente identificado, debido a la presencia de las fases
C y F. Sin embargo, en ausencia de estas fases, la identificacion de los demas patrones
se basa en el principio de la presencia de picos regulares de produccién de CO,. Segin
los autores, al trazar una linea por el centro de la traza de produccién CO,, un patrén

ciclico tendra una menor cantidad de puntos (<30%) bajo ésta, y se caracterizara por
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poseer periodos e inter-periodos dados por los picos de produccién de CO, (Figura 6B).
Al contrario, si el porcentaje de datos sobre la linea es >30%, el patrén correspondera a
uno continuo v las fluctuaciones entre los valores maximos y minimos de produccion de
CO:, en estricto rigor, no seran regulares (Figura 6A). En aquellos individuos en cuya
medicion se observé mas de un patron respiratorio, se utilizo la regla de simple mayoria
propuesta por Terblanche et al. (2008), en donde se opta por el patrén predominante en
cuanto a numero de datos o, en otras palabras, a su mayor duracién. Cabe mencionar

que en el analisis de cada patrén, séio fueron incluidos aquellos datos correspondientes at

patrén predominante.
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Figura 6. Método de identificacion de patrones respiratorios segun Marais et al. (2005). E!
patron respiratorio continuo (A; desde Perisphaeria sp., Blattodea) posee >30% de los
datos sobre la linea central (linea roja), presentando fluctuaciones irregulares entre los
puntos maximos y minimos. Ei patréon respiratorio ciclico (B; Cormocephalus elegans,
Chilopoda) posee <30% de los datos sobre la linea central, presentando periodos
regulares entre picos. Modificado de Marais et al. 2005.
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2.5. Componentes evaluados

Los componentes evaluados en los patrones respiratorios que presentaron
ciclicidad (IGD e IGC) fueron: tasa de emision de CO, (VCO.), frecuencia y periodicidad.
Asimismo, tanto para las fases del IGD (O, F y C), como para los vailes y picos del IGC,
fueron evaluados su volumen y tasa de emision de CO,, y su duracién. El patrén

respiratorio continuc sélo fue analizado en funcién de su tasa de emision de CO, (VCO,).

El cambio metabdlico dada una diferencia de 10 °C (Qq) se estimo segun la

10

.. TMS. oy —
ecuacion Qm=(~———2)” &

s ., donde TMS; y T, corresponden a la tasa metabdlica estandar
1

(produccion de CO») y la temperatura en la condicion “i° (Schmidt-Nielsen 1997).

En insectos que exhiben patrones respiratorios con ciclicidad (IGC e IGD) es
posible separar el agua que se ‘pierde a través de la cuticula y de la respiracion (Bosch et
al. 2000, Chown & Nicolson 2004), asumiendo que durante los periodos de cierre total o
parcial de espiraculos, es decir, las fases C y F (en IGD) y el valle (en IGC), |a pérdida de
agua seria s6lo a través de la cuticula, mientras que durante la fase O é el pico de
produccion de CO;, la pérdida de agua obtenida representa a la pérdida de agua total
{cuticular y respiratoria). De esta forma, la perdida de agua respiratoria puede ser
caiculada como la diferencia entre la pérdida de agua evaporativa total y la cuticular,
cuyas tasas de emision de CO, fueron expresadas en porcentaje respecto a la pérdida

total y analizadas como proporcion.

Asociado a lo anterior, Bosh et al. (2000} indican que, al menos en las mediciones
realizadas en el escarabajo O. radula, en la traza correspondiente a la pérdida de agua no
es posible distinguir entre las fases C y F del IGD, difiriendo visualmente esta traza de la

de produccion de CO,. Sin embargo, al contar con ambas trazas sincronizadas, se realizo
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la separacién de estas fases en la traza de pérdida de agua en base a ia de produccion

de CO,, con el fin de cuantificar y analizar posibles diferencias entre ambas fases de la

tasa de pérdida de agua.

2.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd a través de pruebas paramétricas y no
parametricas, segun el tipo de dato y el cumplimiento de los supuestos de normalidad,

homocedasticidad e independencia.

El efecto de la temperatura sobre las tasas de produccion de CO» y de pérdida de
agua se estudié mediante un andlisis de varianza para medidas de repetidas (ANOVA
m.r.), luego del cual se aplico un analisis de la covarianza (ANCOVA) por cada
tratamiento térmico, utilizando la masa corporal como covariable. El Q,, de la tasa
metabdlica entre los tratamientos térmicos también fue analizado mediante un ANOVA

m.r.

Para evaluar la proporcion de los patrones de intercambio gaseoso entre los
tratamientos térmicos, se utilizé la prueba de Chi-cuadrado. Las diferencias en las tasas
de produccion de CO; y de pérdida de agua entre los patrones de intercambio gaseoso,
fueron analizadas mediante las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney y de

Kruskall-Waliis, respectivamente.

Para comparar la tasa de produccién de CO; entre el periodo de actividad y el de
reposo, se aplico ia prueba de Wilcoxon (por patrén y tratamiento térmico). Mientras que
para la tasa de pérdida de agua se utilizd la prueba de T de Student (por tratamiento

térmico).
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Para cada temperatura y sexo, se caracterizaron los distintos componentes de los
ciclos de intercambio gaseoso (IGD e IGC): tasa de produccion de CO, promedio (VCOs,),
amplitud (tasa de produccién de CO, maxima), frecuencia y periodo. En cada una de ias
fases det IGD (C, F y O) y del IGC (valle y pico), se cuantificé su duracidn, volumen y tasa
de CO; emitido, asi como también su volumen y tasa de pérdida de agua. En el caso del

IGCQO, solamente fueron cuantificadas sus tasas promedio de produccién de CO, y H»O.

Las potenciales diferencias en amplitud, periodo y frecuencia de los ciclos entre
los tratamientos térmicos fueron estudiadas a través de la prueba U de Mann-Whitney. La
tasa de pérdida de agua masa especifica entre las fases del IGD a 10 y 20 °C, fueron
analizadas mediante un ANOVA mu.r. y la prueba de Kruskal-Wallis, respectivamente,
mientras que para las fases del IGC, esta diferencia se estudio a través de la prueba de

Wilcoxon.

La proporcion entre la pérdida de agua cuticular y la respiratoria fue analizada con

un ANOVA m.r.

Finalmente, para conocer la relacién entre las tasas de produccién de CO; y de
pérdida de agua, se realizd un analisis de regresion lineal entre ambas variables para

cada tratamiento térmico y ademas, para un ejemplo representativo de cada patrén.

Todos los anélisis estadisticos fueron realizados con el apoyo bibliogréfico de (Zar
1996), considerando un nivel de significancia del 5%. Todos los valores se presentan

como promedio + DE 6 EE, segun sea el caso.
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3. RESULTADOS

3.1. Produccién de CO,

3.1.1. Produccién de CO, seguin temperatura

La elevacion de la temperatura provocd un aumento significativo de la tasa de
produccion de CO; (ANOVA m.r.: F30,=260,04; p<<0,001). Al controlar por masa corporal
en cada tratamiento térmico, se observd que tanto machos como hembras liberan ia
misma cantidad de CO, (ANCOVA a 10 °C: Fu14=1,67; p=0,22. A 20 °C: F(14=0,001;

p=0,97. A 30 °C: F(T‘M):O,OB; p30,81) (Figura 7)

2.0
B Machos c
OHembras
—~ 1,5 -
=
g
E 1.0 - b
o)
g a
0,5 ————
10 20 30

Temperatura (°C)

Figura 7. Efecto de la temperatura scbre la tasa de produccion de CO, en adultos de A.
crassa. Se indican valores promedio + DE. Letras distintas indican diferencias
significativas.
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El Qqo calculado (Tabla 2, Figura 8) no tuve diferencias significativas entre los
intervalos de temperatura (ANOVA mu.r.: F1.15=0,005; p=0,95), sin embargo, se encontré
efecto del sexo entre 20-30 °C (F115=11,344; p=0,004), donde las hembras presentaron

un Q4o mayor al de los machos (Unequal N HSD: p<0,05).

Tabla 2. Valores de Qi de machos y hembras en estadio adulto de A. crassa.

Q15 (1020 ) £ DE Qo 20-30 .0 = DE

Machos 1,84 £ 0,33 1,75+ 0.21

Hembras 1,99 + 0,38 2,07 +0,34
3,0

mMachos
35 OHembras ab ac
ab
2,0 - b
g 1.5
1,0
0,5 4
0,0 -
Q10 (10-20°C) Q10 (20-30°C)

Figura 8. Q4o calculado a partir de la produccién de CO; en los tratamientos térmicos y

entre machos y hembras. Se indican valores promedio + DE. Letras distintas indican
diferencias significativas.
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3.1.2. Caracterizacién de patrones de intercambio gaseoso

3.1.2.1.  Presencia de patrones de intercambio gaseoso segin temperatura

En los tres tratamientos térmicos aplicados (10, 20 y 30 °C), se observo una disimil
presencia de los 3 patrones respiratorios (véase Tabla 3 y Figura 9). Considerando el total
de individuos medidos (10 machos y 10 hembras), a 10 °C sélo se observé la presencia
de patrones respiratorios con ciclicidad: un 85% presenté IGD, mientras que el 15%
restante exhibié IGC. A 20 °C, se observo la presencia de los tres patrones: un 60%
presentd IGCO, un 25% exhibié IGC y un 15% mostré IGD. Finalmente, a 30 °C no se
observo presencia de patrones ciclicos, debido a que el 100% de los individuos exhibié

IGCO.

Tabla 3. Porcentaje de presencia de los tres patrones respiratorios identificados en
hembras y machos en estadio adulto de A. crassa en las temperaturas medidas.

10°C 20°C 30°C
IGD IGC IGCO IGD IGC IGCO IGD IGC IGCO
Machos 80% 20% 0% 20% 20% 60% 0% 0%  100%
Hembras  90%  10% 0% 10% 30% 60% 0% 0%  100%
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Figura 9. Porcentaje de presencia de patrones respiratorios en el total de individuos de A.
crassa medidos a tres temperaturas.

Al evaluar a nivel inter-sexual la frecuencia de los patrones respiratorios a las tres
temperaturas medidas, no se presentaron diferencias significativas (X2= 0,925; df=5;
p=0,97). Sin embargo, al eliminar el factor sexo, se observaron diferencias significativas
entre la proporcion de patrones respiratorios presentes en los distintos tratamientos (X°=
48 45; df=4; p<<0,0001). A 10 °C, existié significativamente una mayor presencia de
patrones ciclicos (IGD e IGC) respecto a 20 °C y mas aun a 30 °C (véase Tabla 4).

Asimismo, la presencia de estos patrones a 20 °C fue mayor que a 30 °C.

Tabla 4. Chi-cuadrado para la proporcién de patrones respiratorios presentados en las
temperaturas medidas.

Tratamiento (°C) Chi-cuadrado (X°) df p
10-20 22,3 2 <<0,00001
10-30 40,0 2 <<(,0001
20-30 10,0 2 0,007
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A 10 °C (Figura 10A), la tasa metabdlica masa especifica registrada en aquellos
individuos que exhibieron IGD no difiid de aguella observada en aquellos con IGC
(Prueba U de Mann-Whitney: Z=-1,0; p=0,31). Asimismo, a 20 °C (Figura 10B) tampoco
hubo diferencias en la tasa metabdlica masa especifica entre los distintos patrones

(Prueba de Kruskal-Wallis: H=0,81; p=0,7).

0,10 0,25
10°C n.s. A 20°C n.s. B
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0 0,04 - 0,10 -
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0,02 - 0,05 -

0,01 -

0,00 - 0.00

IGD IGC IGD IGC IGCO

Figura 10. Tasa metabolica de A. crassa utilizando diferentes patrones de intercambio
gaseoso a 10 (A) y 20 °C (B). Se indica promedio + DE.
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3.1.2.2. Intercambio Gaseoso Discontinuo

La presencia del IGD fue observada a 10 y 20 °C sélo durante el periodo de

reposo de los individuos, en donde fue posible identificar claramente las 3 fases que

caracterizan a este patrén respiratorio (Tabla 5). Al respecto, la Figura 11 muestra cuatro

registros representativos del IGD, exhibido por machos y hembras a 10 y 20 °C.

Tabla 5. Resultados descriptivos del intercambio gaseoso discontinuo (IGD) exhibido por
individuos adultos de A. crassaa 10y 20 °C.

10 °C 20 °C
Machos (n=8) Hembras (n=9) Machos (n=2) Hembras (n=1)
Media DE Media DE Media DE Media DE
Mb (g) 2,33 0,23 5,75 0,86 2,33 0,18 549
VCO2 (ml CO2 h™) 0,160 0,020 0292 0,069 0,307 0025 0611
Amplitud (mt CO2 h™") 0548 0232 1053 0,481 0,771 0,163 2,133
Frecuencia {mHz) 0,235 0,140 0,187 0,069 0,917 0,436 0,883
Periodo (h) 1,98 1,20 1,78 0,56 0,38 0,15 0,35
Fase C
Volumen de emision (ul) 3160 16,12 62,33 3838 13,84 2,78 16,0
Duracién {min) 21,80 7,95 28,14 11,07 6,89 1,96 5,34
Tasa emision (ul min™) 1,375 0,379 2,315 0,997 2,034 0,176 3,059
Fase F
Volumen de emision (ul) 151,07 114,38 221,72 118,37 36,00 8,87 50,7
Duracién (min) 82,48 5540 74,58 49,40 12,14 4,74 10,91
Tasa emision (L min™) 1,705 07280 3,203 1,328 3,055 0,462 4,649
Fase O
Volumen de emisién (ul} 108,61 30,59 240,02 75,47 104,26 11,85 1538
Duracion (min) 16,53 2,59 19,04 1,59 11,32 2,82 7,59
Tasa emisién (ul min™) 6,623 1610 12667 3,912 9371 1,287 20,271
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Figura 11. Cuatro registros representativos del patrén de intercambio gaseoso

discontinuo presentados en machos (Ay C) y hembras (ByD)a 10 (AyB)y20°C (Cy
D) durante el periodo de reposo.

Al analizar el efecto de la temperatura sobre los componentes del IGD (Figura 12)
se observd una dependencia directa y significativa de la amplitud (Prueba de Mann-
Whitney: Z=-2,268; p<0,023) y la frecuencia del ciclo (Z=-2,646; p<0,008), con un
aumento de 1,5 y 2,5 veces, respectivamente. Por su parte, el periodo del ciclo varid

inversamente a la T, (Z = 2,646; p<0,008), disminuyendo 2,5 veces de 10 a 20 °C.
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Figura 12. Efecto de la temperatura ambiental sobre componentes del IGD en A. crassa
durante el periodo de reposo (promedio + DE). Todas las diferencias son significativas

(p<0,05).
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3.1.2.3.  Infercambio Gaseoso Ciclico

La presencia del IGC fue observada a 10 y 20 °C, sélo durante el periodo de
reposo de los individues, y en donde fue posible identificar tanto los valles como los picos
de emision de CO,, distribuidos de forma regular a o largo de la medicién (Tabla 6). Al
respecto, la Figura 13 muestra cuatro registros representativos del IGC, exhibidos por

machos y hembras en estadio adulto a 10 y 20 °C.

Tabla 6. Resultados descriptivos del intercambio gaseoso ciclico (IGC) exhibido por
individuos adultos de A. crassa a 10 y 20 °C durante el periodo de reposo.

10°C 20°C
Machos (n=2) Hembras (n=1) Machos (n=2) Hembras (n=3)
Media DE Media DE Media DE Media DE
Mb (g) 270 064 502 2,40 0,20 5,75 0,72
VCOz (mICO2h™) 0,064 (0,002 0,070 0,101 0,043 0125 0,073
Amplitud (mICO2 k™) 0,349 0,165 0,352 0,361 0,03 1,277 0,744
Frecuencia (mHz) 0,555 0,003 0,444 2,302 0,337 1,834 0,012
Periodo {h) 057 002 0,63 0,13 0,01 0,15 0,002
Vaile
Volumen de emision (ub) 2603 9,38 3541 8,064 2313 9,027 4,34
Duracién {min) 1553 68 19,79 2.96 0,95 2,37 0,56
Tasa emisién (WL min™) 1,711 0,158 1,789 2,737 0,097 38639 1,067
Pico
Volumen de emision (ul) 94 54 4331 120,51 4535 0,216 97,565 4318
Duracién (min) 18,03 424 20,19 567 0,23 6,91 0,34
Tasa emision (uLmin") 5,102 1,201 59693 8009 0,388 14,18 6,59

Al analizar el efecto de la temperatura sobre los componentes del IGC (Figura 14)
se cobservo una dependencia directa y significativa de la frecuencia del ciclo (Z=-2,23;
p<0,025), aumentando 3 veces su valor de 10 a 20 °C. Por su parte, el periodo del ciclo
varié inversamente a la T, (£=2,23; p<0,025), disminuyendo aproximadamente 2.5 veces
de 10 a 20 °C. No se encontraron diferencias significativas en la amplitud del ciclo dado el

cambio de temperatura (Z=-1,64, p=0,10).
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Figura 13. Cuatro registros representativos del patron de intercambio gaseoso ciclico
presentados en machos (A y C) y hembras (By D) a 10 (A y B) y 20 °C (C y D) durante el
periodo de reposo.
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Figura 14. Efecto de la temperatura ambiental sobre componentes del IGC en A. crassa
durante el periodo de reposo (promedio + DE). Todas las diferencias son significativas,
excepto para la amplitud.
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3.1.2.4.

Intercambio Gaseoso Coniinuo

Este patron respiratorio, caracterizado por la ausencia de valles y picos regulares,

fue registrado tanto en el periodo de reposo como en el de actividad, sin embargo,

durante el reposo de los individuos sélo se presenté a 20 y 30 °C. Por otro lado, este

patron se presenté en todos aquelios periodos de actividad distinguibles y en las tres

temperaturas medidas, lo que se analiza en mayor detalle en la parte siguiente (3.1.3.).

Para el periodo de reposo, la Tabla 7 describe la tasa de produccion de CO, a 20 y 30 °C,

y la Figura 15 muestra cuatro registros representativos del IGCO exhibido por machos y

hembras en estadio adulto.

Tabla 7. Resultados descriptivos del intercambio gaseoso continuo (IGCQO) exhibido por
individuos adultos de A. crassa a 20 y 30 °C durante el periodo de reposo.

20°C 30°C
Machos {(n=6) Hembras {n=6) Machos (n=10) Hembras (n=10)
Media DE  Media DE Media DE Media DE
Mb (g) 228 024 5,68 1,03 2,40 0,34 5,68 0,84
VCO, (mi CO2h™) 0,371 1,041 0,897 1,745 0,672 0,112 1,538 0,393
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Figura 15. Cuatro registros representativos del patrén respiratorio continuo exhibidos por
machos (A y C} y hembras (B y D) de A. crassa a 20 (A y B} y 30 °C (C y D) durante el
periodo de reposo.
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3.1.3. Produccién de CO; durante el periodo de actividad

Durante el periodo de actividad, entendido como el aumento abrupte, significativo
y mantenido de la tasa metabodlica en condiciones de oscuridad por un tiempo
determinado, se observé que a 10 °C un 82,4% de aquellos individuos que exhibieron
discontinuidad respiratoria (IGD) en reposo, modificaron su traza de CO, a una continua
(IGCO), desapareciendo el ciclo y sus 3 fases (Figura 16A). El 17,6% restante no
presentd periodo de actividad, manteniendo el IGD durante toda la medicién. Asimismo, el
100% de aquellos individuos que exhibieron IGC durante su periodo de reposo,

modificaron su traza de CO, hacia IGCQO en actividad (Figura 16B).
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Figura 16. Registros representativos de la modificacion del IGD (A) e IGC (B) a IGCO
desde el periodo de reposo al de actividad durante el tratamiento a 10 °C. Noétese la
perdida de ciclicidad durante el periodo de actividad.
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La tasa metabdlica durante el periodo de actividad a 10 °C en aquellos individuos
que presentaron IGD, fue significativamente mayor a la exhibida durante el periodo de
reposo (Prueba de Wilcoxon: Z=3,30, p<0,001), con un incremento promedio del 65%. Al
no existir una diferencia significativa en la tasa metabodlica entre los individuos que
presentaron IGD e IGC (Mann-Whitney: Z=1,76; p=0,07), entonces se incorpord al analisis
a estos ultimos, cuya diferencia siguié siendo significativa (Z=3,62, p<0,0003), con un
incremento total de la tasa metabdlica del 61% desde el periodo de reposo al de actividad.
La Figura 17 muestra un ejemplo de Ia superposicién de las trazas de produccién de CO,
durante el periodo de reposo y de actividad, pudiéndose observar que los valores de este

dltimo poseen una magnitud similar a los generados durante los picos en reposo.
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Figura 17. Trazas de produccion de CO, durante los periodos de actividad y reposo (IGD)
a 10 °C.

En el tratamiento a 20 °C, el 100% de los individuos que exhibieron IGD e IGC
durante el periodo de reposo, modifico su traza de CO, hacia IGCO en actividad (Figura
18A y B, respectivamente). Por otra parte, el 100% de aquellos individuos que exhibieron
IGCO durante el periodo de reposo, mantuvo este patron en el periodo de actividad, pero

con una mayor exacerbacion de la traza de CO, (Figura 18C).
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Al no contar con un n suficiente para aplicar una prueba estadistica con los
individuos que exhibieron IGD, cuyas trazas superpuestas de CO, se muestran en la
Figura 19, el analisis de la diferencia entre la tasa metabdlica en reposo y en actividad
consideré a todos los individuos que presentaron ciclicidad en su patrén respiratoric a 20
°‘C (IGD e IGC). De esta forma, se observé una diferencia significativa de la tasa
metabolica entre ambos periodos (Wilcoxon: Z=2,52; p=0,01), con un incremento del 67%
desde el periodo de reposo al de actividad. Asimismo, la tasa metabélica durante el
periodo de actividad de los individuos que presentaron |GCO fue significativamente mayor

a la presente durante el periodo de reposo (Z=2,93; p=0,003}), con un incremento del 63%.
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Figura 19. Trazas de produccién de CO; durante los periodos de actividad y reposo (IGD)
a 20 °C.
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Al no encontrar diferencias significativas en las tasas metabdlicas entre ios

Individuos con diferentes patrones respiratorios (IGD, IGC e IGCO), tanto para el periodo

de actividad como de reposo, se realizd un andlisis que consideré a todos los individuos

medidos a 20 °C en los cuales fue posible distinguir su periodo de actividad. La prueba de

Wilcoxon para muestras pareadas arrojo diferencias significativas de la tasa metabdlica

entre ambos periodos (Z=3,82; p=0,0001), con incremento del 65% desde el periodo de

reposo al de actividad.

Finalmente, los individuos medidos a 30 °C (100% IGCQ), cuyos periodos de

actividad pudieron ser detectados, presentaron diferencias significativas de la tasa

metabolica entre el periodo de actividad y el de reposo (Wilcoxon: Z=2 67; p=0,008), con

un incremente del 53% desde el periodo de reposo al de actividad (Figura 20).
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Figura 20. Registro representativo de la exacerbaciéon del IGCO desde el periodo de

reposo al de actividad en el tratamiento de 30 °C.
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3.2. Pérdida de agua evaporativa

3.2.1. Pérdida de agua evaporativa total segun temperatura

La tasa de pérdida de agua evaporativa (en reposo) aumenté significativamente
durante el tratamiento a 30 °C (ANOVA m.r.. Fp20=40,75; p<<0,001) (Figura 21). Al
controlar por masa corporal en cada tratamiento, se observé que a 10 y 20 °C tanto
machos como hembras no difieren en la tasa de agua perdida (ANCOVA a 10 °C:
F1.12=0.23; p=0,64. A 20 °C: F443=0,01; p=0,91), sin embargo, a 30 °C las hembras

perdieron una mayor cantidad de agua que los machos (ANCOVA a 30 °C: F43=12,02;

p<0,01).
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Figura 21. Efecto de la temperatura sobre la tasa de pérdida de agua en adultos de A.

crassa. Se indican valores promedio + DE. Letras distintas corresponden a diferencias
significativas.
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3.2.2. Caracterizacién de patrones de pérdida de agua

3.2.2.1. Pérdida de agua durante el Intercambio Gaseoso Discontinuo

En la traza de pérdida de agua evaporativa exhibida durante el IGD, fue posible
distinguir visualmente la presencia de picos y valles regulares (Figura 23A), los que fueron
menos acentuados respecto a la traza de produccion de CO.. En los valles no fue posible
la diferenciacion de las fases C y F, por lo que se utilizé la traza de produccion de CO»
como base para este ejercicio, pudiendo cuantificar entonces la TEWL, volumen de

perdida y duracién de cada fase, incluyendo ademas a la fase O (Tabla 8).

Tabla 8. Resuitados descriptivos de la pérdida de agua evaporativa de A. crassa durante
el intercambio gaseoso discontinue (IGD) a 10 y 20 °C.

10°C 20 °C
Machos {n=8) Hembras (n=9) Machos (n=2) Hembras {n=1)
Media DE Media DE Media DE Media DE
Mb (g} 2,33 0,23 575 0,86 2,33 C,18 5,49
Fase C
Volumen de pérdida (mg) 0,72 0,40 2,23 1,68 0,23 0,10 0,24
Duracién {min) 21,80 7,95 2814 11,07 6,89 1,96 6,34
TEWL (mg h™") 2,24 1,10 3,87 2,12 2,28 1,78 3,65
Fase F
Volumen de pérdida {mg) 3,62 2,06 5,64 6,33 0,58 0,07 0,91
Duracién (min) 82,48 5540 7458 4940 12,14 474 10,91
TEWL (mg h™) 2,20 1,01 4,00 2,20 2,30 1,79 3,66
Fase O
Volumen de pérdida (mg) 0,68 0,31 1,35 0,71 0,44 0,34 0,54
Duracién (min) 18,53 2,59 19,04 1,58 11,32 2,82 7,58
TEWL (mg h™) 2,40 0,88 425 223 2,27 1,51 3,88

Al analizar mediante un ANOVA de medidas repetidas las diferencias de TEWL
masa especifica entre las fases del IGD a 10 °C (Figura 22), se obtuvieron diferencias
significativas entre estas (F30=10,61; p=0,0003), dadas por la desigualdad entre las
fases C y F respecto a la fase O (Prueba de Tukey HSD: p<0,001 para ambas fases). No

se observo una diferencia significativa entre las fases C y F, obteniéndose un promedio +
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EE de 0,83 + 0,08 mgH,O h” g”'. Tampoco se observé efecto del sexo sobre la tasa de

pérdida de agua (F(1 39=1,94; p>0,05). A 20 °C, las diferencias entre las fases del IGD no

fueron significativas (Prueba de Kruskal-Wallis: H, 5=0,27; p=0,87) (Figura 22)
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Figura 22. Efecto de las fases del IGD sobre la tasa de pérdida de agua de individuos
adultos de A. crassa durante los tratamientos a 10 y 20 °C. Se muestran valores
promedio + EE y letras distintas indican diferencias significativas.
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Figura 23. Registros representativos de tres patrones distintos de pérdida de agua
evaporativa exhibidos por un mismo individuo (Ym, = 4,94 g) durante los tratamientos
térmicos. En A, B y C se muestra el registro de TEWL a 10, 20 y 30 °C, correspondientes
a un patrén respiratorio de IGD, IGC e IGCO, respectivamente.
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3.2.2.2. Pérdida de agua durante el Intercambio Gaseoso Ciclico

Al igual que en la traza de produccion de CO,, fue posible la distincion visual de
picos y vailes regulares (Figura 23B), en los cuales se cuantificd tanto la TEWL, el

volumen de pérdida y la duracion de las fases (Tabla 9.

Tabla 9. Resultados descriptivos de la pérdida de agua evaporativa de A. crassa durante
el intercambio gaseoso ciclico (IGC) a 10 y 20 °C.

10°C 20 °C

Machos (n=2) Hembras (n=1) Machos (n=2) Hembras (n=2)

Media DE  Media DE Media DE Media DE

Mb (g) 270 064 502 2,40 0,20 5,47 0,75
Valle

Volumen de pérdida (mg) 089 023 084 0,85 1,10 0,22 0,15

Duracién (min) 1553 69 19,79 2,98 0,95 2,37 0,56

TEWL (mg h™" 372 085 1,80 211 0,17 5,50 1,69
Pico

Volumen de pérdida (mg) 1,00 0,34 0863 0,21 0,04 0,65 0,12

Duracién (min) 18,03 4,24 20,19 567 0,23 6,91 0,34

TEWL (mg h™") 3,80 0,90 1,92 221 0,26 5,64 1,62
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Al evaluar la tasa de pérdida de agua masa especifica producida en cada fase del

IGC (Figura 24), se observd que en ninguno de los tratamientos hubo diferencias

significativas entre ellas (Prueba de Wilcoxon: a 10 °C Z=1,60; p=0,12. A 20 °C, Z=1,83;

p=0,07).
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Figura 24. Efecto de las fases del IGC sobre la tasa de pérdida de agua de individuos
adultos de A. crassa durante los tratamientos a 10 y 20 °C. Se muestran valores
promedio + DE y letras distintas indican diferencias significativas.
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3.22.3. Pérdida de agua durante el Intercambio Gaseoso Continuo

Durante el IGCO, la traza de pérdida de agua siguio el mismo patrén que el de

produccion de CO,, con ausencia de picos y valles regulares (Figura 23C), cuyos valores

de TEWL se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Resuitados descriptivos de la perdida de agua evaporativa de A. crassa durante

el intercambio gaseoso continuo (IGCQO) a 20y 30 °C.

20°C

30°C

Macheos (n=68) Hembras (n=6)

Machos (n=9) Hembras (n=10)

Media DE Media DE

Media DE Media DE

Mb (g) 228 024 5,68 1,03

TEWL (mgh™) 239 096 530 1,66

2,46 0,29 5,68 0,84

4,18 0,60 9,85 2,85
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3.2.3. TEWL segun patrén de intercambio gaseoso

En aquellos tratamientos térmicos donde se exhibié mas de un patron respiratorio
{10y 20 °C), la tasa de pérdida de agua masa especifica no presenté diferencias entre los
distintos patrones identificados. A 10 °C (Figura 25A), la tasa masa especifica de agua
perdida de los individuos que exhibieron IGD no se diferencia de aquelics que mostraron
IGC (Prueba de Kruskal-Wallis: H20=1,01; p=0,79). Asimismo, a 20 °C (Figura 25B) el
tipo de patrén respiratorio no tuvo efectos sobre la tasa de pérdida de agua masa

especifica (Hp15=2,35; p=0,31).
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Figura 25. Efecto del tipo de patron respiratorio sobre la TEWL masa especifica durante
los tratamientos térmicos a 10 {A) y 20 °C (B). Se indican promedios = DE.
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3.2.4. TEWL durante el periodo de actividad

Durante el periodo de actividad se observé un aumento sustancial de la TEWL
masa especifica. La Figura 26 muestra que durante los tratamientos térmicos a 10 y 20
°C, la tasa de pérdida de agua sufrié un aumento significativo del 71% desde el periodo
de reposo al de actividad (a 10 °C t45=8,58; a 20 °C t45=9,37; ambos p<<0,001),

mientras que a 30 °C, esta variable presento un aumento del 48% (t»=4,48; p=0,003).
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Figura 26. Tasa de pérdida de agua durante los periodos de reposo (barras negras) y de

actividad (barras blancas). Se indican valores promedic + EE y diferencias significativas
entre ambos periodos en cada tratamiento térmico dadas por la Prueba de t (p<<0,05).
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3.2.5. Contribucion relativa de la pérdida de agua cuticular y respiratoria a ia

pérdida de agua evaporativa total

La Tabla 11 muestra la contribucién relativa de la pérdida de agua mediante la
cuticula y el sistema respiratorio a la pérdida de agua total en aquelios individuos que
exhibieron patrones respiratorios ciclicos (IGD e IGC a 10 y 20 °C). La prueba de ANOVA
de medidas repetidas, en cuyo analisis se utilizd la proporcién entre el agua evaporativa
perdida via cuticula y via respiracion (Tabla 12), indicd que la cuticular fue
significativamente mayor a la respiratoria, nc habiendo efecto de la temperatura ni del
sexo sobre esta variable. De esta forma, se observé que a temperaturas bajas y
moderadas (10 y 20 °C) y tanto en machos como en hembras, en promedio un 83% del
agua evaporativa fue perdida a través de la cuticula y solo un 17% mediante las vias

respiratorias {Figura 27).

Tabla 11. Contribucion relativa de la pérdida de agua cuticular y respiratoria a la pérdida
de agua total en individuos adultos de A. crassa durante el IGD e IGC.

% Pérdida de agua

Temperatura Sexo (n) Cuticular Respiratoria
10 Machos (9) 78,2 21,8
10 Hembras (10) 80,2 19,8
20 Machos (3) 81,5 18,5
20 Hembras (4) 91,3 8,7
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Tabla 12. ANOVA de medidas repetidas para el efecto de la temperatura y el sexo sobre
la pérdida de agua cuticular y respiratoria.

Factor SC GL CcM F p
Temperatura 0,00 1 0,00
Sexo 0,00 1 0,00
Temperatura*Sexo 0,00 1 0,00
Error 0,00 21 0,00
Via de pérdida 17326,40 1 17326,40 172,7927 <<{,001
Via de pérdida*Temperatura 354 11 1 354,11 3,5315 0,074164
Via de pérdida*Sexo 159,27 1 159,27 1,5884 0,221383
Via de pérdida*Temperatura*Sexo 219,16 1 219,10 2,1851 0,154197
Error 2105,73 21 100,27
120
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Figura 27, Vias de pérdida de agua evaporativa de individuocs adultos de A. crassa en las
temperaturas donde se presentaron patrones con ciclo (IGD e IGC). Se indican valores de
promedio + DE y diferencias significativas dadas por la prueba Unegual HSD (p<0,05).
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3.3. Correlaciones entre la pérdida de agua y la produccion de CO; en cada

patrén de intercambio gaseoso

La Figura 28 muestra un ejemplo representativo de cada patrén de intercambio
gaseoso. Por un lado, se muestra la medicién simultanea de las trazas de CO, y agua, y
por otro, la correlacion entre ambas variables, cuyo andlisis de regresién lineal arrcj6é una

relacién positiva y significativa en cada patron.
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Figura 28. Mediciones simultaneas (izquierda) y correlaciones (derecha) de las tasas de
pérdida de agua y de produccién de CO; correspondientes a ejemplos representativos del
IGD, IGC e IGCO.
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4. DISCUSION
4.1. Patrones de intercambio gaseoso y de pérdida de agua

El fasmido altoandino Agathemera crassa exhibié los tres patrones respiratorios
descritos en la literatura (discontinuo, ciclico y continuo), cuya aparicion dependio tanto de
la temperatura del tratamientoc como también del pericdo de reposo y/o actividad de los

individuos.

La aparicion del patrdon de intercambio gaseoso discontinuo (IGD) estuvo asociada
a temperaturas bajas y moderadas, con gran predominancia durante el tratamiento g 10
°C y so6lo durante el periodo de reposo. El patron de intercambio gaseoso ciclico (IGC) fue
exhibido a las mismas temperaturas que el IGD, también soélo durante el periodo de
reposo, sin embargo, su aparicion nunca fue predominante. Por su parte, la apariciéon del
patrdn de intercambio continuo (IGCO) estuvo asociada a temperaturas moderadas y
altas (20 y 30 °C) y al periodo tanto de reposo como de actividad, con alta predominancia
en ambos tratamientos. Esta variacién en la exhibicion de patrones de intercambio
gaseoso estuvo asociada a un aumento en la produccion de CO; a través del gradiente
térmico, incrementandose asi la demanda metabdlica. Al respecto, Lehmann & Schitzner
(2010) argumentan gue la variacién en la exhibicion de patrones depende principalmente
de la dinamica espiracular, la cual es mediada por ila temperatura y la demanda
metabdlica asociada. De esta manera, el IGD predominaria en condiciones de baja
demanda, cuando los espiraculos cerrados son la norma. A medida que la demanda se
incrementa, el intercambio gaseoso se tornaria ciclico, con los espirdculos no
completamente cerrados. Y finalmente, el IGCO ocurriria durante una alta demanda
metabdlica, con los espirdculos abiertos. Lo anterior ademas concuerda con o expuesto

por Basson & Terblanche (2011), quienes proponen que la variacion en los patrones de



intercambio gaseoso a escalas de tiempo cortas, estaria dada por la interaccion entre la
demanda metabodlica celular, las caracteristicas morfo-fisioldgicas del sistema de
intercambio gaseoso (sistema traqueal y conducta espiracular) y la capacidad de
amortiguamiento del CO,. De acuerdo a esto, se ha considerado que los distintos
patrones de intercambio gaseoso corresponderian a una serie de respuestas respiratorias
impulsadas por la demanda metabdlica experimentada por el insecto, y en donde el IGD
seria un extremo cuyos valores varian de forma tal que no seria posible considerar a este
patron como una caracteristica discreta (Bradley 2007, Contreras & Bradley 2010). No
obstante, la presencia de dos o tres patrones distintos a una misma temperatura
observada en este trabajo no evidencia totaimente lo expuesto anteriormente, dado que
no se encontraron diferencias significativas entre las tasas metabdlicas de cada patrén. Lo
anterior podria explicarse por lo sostenido por Hadley & Quinlan (1993), Williams &
Bradley (1998) y Williams et al. (2010), en medicicnes realizadas en otros taxa de
insectos, quienes postulan que la existencia de desigualdades marginales en algunos
componentes de los ciclos, como también asi en la tasa metabdlica, no necesariamente
difiere entre los patrones de intercambio gaseoso, lo que dificuita incluso la determinacion
del patron (especialmente entre el IGD e IGC). Esta ausencia de diferencias en la tasa
metabdlica entre individuos de A. crassa utilizando el IGD, IGC o IGCO a una misma
temperatura, no podria apoyar la hipotesis de dafio oxidative sostenida por Contreras &
Bradley (2010), la que predice que la exhibicion de un patrén especifico por un individuo
en cualquier momento dado seria una funcion de la cantidad de oxigeno contenido en el

insecto en el instante del cierre espiracular y de su tasa metabdlica aerdbica.

La influencia de la temperatura sobre los componentes de los ciclos de intercambio
gaseoso en insectos ha sido ampliamente documentada (Davis et al. (1999), Chappell &

Rogowitz (2000), Lighton & Joos (2002), Chown & Davis (2003) y Contreras & Bradley
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(2010}, entre otros). Como es esperado en ectotermos, todos ellos coinciden en gue el
aumento de la temperatura, con su consecuente incremento de la tasa metabolica, esta
acompanado de un aumento en la frecuencia y una disminucién en la duracién de las
fases del ciclo. En A. crassa, el comportamiento de los componentes de los ciclos del IGD
e IGC de acuerdo a la temperatura, se asemeja bastante a lo descrito en la literatura. En
particular, la duracion del ciclo del IGD de este fasmido estuvo determinada
principalmente por las fases C+F, correspondiendo ai 85 y 66% del ciclo total a 10 y 20
°C, respectivamente, mientras que la fase O, contribuyé en una baja proporcién. Sin
embargo, a pesar de gue la fase O ocup6 una pequefia fraccion del IGD, los valores de la
tasa de preduccion de CO; y del volumen de emisién siempre fueron altos, evidenciando
asi que es durante esta fase donde se produce el mayor intercambio gaseoso del ciclo,
coincidiendo asi con lo expuesto por Lighton (1998), Chown et al. (2006) y Quinlan &
Gibbs (2008). Ademas, esta contribucién relativa de cada una las fases (especialmente de
la F) al ciclo completo del IGD, tampoco dista de aquella encontrada por Davis et al.
(1999), Bosch et al. (2000) y Chappell & Rogowitz (2000), todos ellos en coledpteros de
ambientes xéricos medidos en similares condiciones, quienes sugieren que el control de
la duracién proporcional de las fases podria ser importante en la modulacién de los

cambios asociados a la aridez ambiental.

Respecto a la pérdida de agua evaporativa entre ios tratamientos térmicos, se
observd que al controlar por masa corporal, tanto machos como hembras presentaron una
tasa relativamente constante y sin diferencias significativas entre las temperaturas, a
excepcion de las hembras, quienes a 30 °C aumentaron su tasa casi al doble respecto g
10 y 20 °C, y alrededor del triple respecto a los machos a Ia misma temperatura. A pesar
de esta diferencia, a 30 °C ningun individuo exhibid el patrén discontinuo, como se

hubiera esperado en caso de que este patrén fuera un mecanismo de ahorro hidrico.
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En general, las trazas de pérdida de agua en cada patron de intercambio gaseoso
fueron menos acentuadas, con picos de liberacion marcados sutimente. La separacion de
las fases del IGD en la traza de pérdida de agua en base a la de produccion de CO»,
permitié evidenciar que a 10 °C, la mayor salida de este elemento ocurre durante a fase
O, cuando los espiraculos se encuentran totalmente abiertos. Sin embargo, a 20 °C esta
diferenciacién no fue significativa entre las fases. No obstante, este analisis podria estar
influenciado por la inestabilidad en el registro del agua perdida, cuyos valores van en
descenso durante toda la medicién y rara vez alcanzan a estabilizarse, lo que dificulta

establecer la baja diferenciacién existente entre las fases, especiaimente entre laC y F.

Aspecto relevante observado en este trabajo fue la ausencia de diferencias en la
tasa de pérdida de agua evaporativa entre los patrones de intercambio gaseoso.
Particularmente, en aquellos tratamientos térmicos donde el IGD fue exhibido (10 y 20
°C), este no distdé significativamente de los valores de tasa de pérdida de agua
observados durante el IGC e IGCO. Esto indica que la apertura tanto parcial como totai de
espiraculos durante el tiempo en que ésta ocurre en el IGD, no estaria contribuyendo a la
conservacion de agua de los individuos de A. crassa, y no seria distinta de la dindmica
espiracular que rige al IGC y al IGCO. Conjuntamente, la fase con los espiraculos
cerrados que caracteriza al IGD no seria crucial en el ahorro de agua evaporativa.
Resultados similares obtuvieron Gibbs & Johnson (2004) en la hormiga P. barbatus,
sosteniendo que esta especie aparentemente abre sus espiraculos mas alla del tiempo
que “deberia” para conservar agua, aspecto que no seria objetivo de la regulacion del

intercambio gaseoso llevada a cabo por el IGD.

Por otra parte, al analizar ia contribucion relativa a la pérdida de agua evaporativa
total por via cuticula y via respiratoria, se observé que la mayor parte del agua que se

pierde se produce a través del exoesqueleto (83%). Por lo tanto, el 17% restante que se
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pierde a través de la respiracion no afectaria mayormente el balance hidrico de A. crassa.
La inexistencia de diferencias significativas de esta proporcion entre 10 y 20 °C se
condice con la constante tasa de pérdida de agua evaporativa que A. crassa presento en
estos tratamientos térmicos. Al respecto, medicicnes de la pérdida de agua durante la
fase O del IGD y del pico del IGC en diferentes insectos indican que la vasta mayoria del
agua perdida es cuticular (55-98%) y no respiratoria (2-45%) (Machin et al. 1991, Lighton
1992 y Hadley & Quinlan 1993, Chown 2002). Al contrario, Zachariassen (1996) observo
en insectos de habitat aridos que la pérdida de agua cuticular se reducia a un nivel tal que
la respiratoria es el principal contribuyente. Esto sugiere que los patrones que regulan el
intercambioc gaseoso mediante ciclos, pueden jugar un importante rol en el balance hidrico
de algunos, pero no necesariamente de todos los insectos que exhiben estos patrones,
como es el caso de A. crassa. Por ofra parte, y aunque no fue particionada por carecer de
ciclos, la proporcidon de pérdida de agua cuticular y respiratoria a 30 °C, probabiemente
permanezca constante en los machos, no obstante, puede que las hembras posean una
mayor proporcién de pérdida de agua cuticular, debido a su morfologia. Esta se diferencia
de los maches en que el abdomen posee una mayor capacidad de expansion dada la
potencial retencion de huevos en su interior y, por ende, poseeria una mayor superficie
por la cual el agua pueda evaporarse (C. Veloso, comunicacién personal). Al mismo
tiempo, segun Rourke & Gibbs (1999), un incremento en la temperatura ambiental podria
ser un factor cruciai en el aumento de permeabilidad de la principal barrera para la
pérdida de agua cuticular, correspondiente a la capa lipidica epicuticular, facilitando asi la

deshidratacién de los individuos.

En conjunto, y de acuerdo a la primera hipdtesis planteada en este trabajo (“si los
ciclos respiratorios discontinuos observados en A. crassa corresponden a un mecanismo

de ahorro de agua, éstos debieran ser mas acentuados a altas T,, donde las pérdidas de



este recurso deberian ser mayores”), los resultados aqui expuestos no permiten sugerir
que el IGD sea un mecanismo de ahorro hidrico, debido a que a altas temperaturas (30
°C), cuando se pierde la mayor cantidad de agua, este patrén desaparece, siendo
utilizade principaimente a bajas temperaturas (10 °C). Segun lo anterior, la Hipdtesis
Hidrica debiese rechazarse, pues no seria una explicacion adecuada al surgimiento del
IGD en Phasmatodea, particularmente en A. crassa. Ahora bien, la hipétesis adaptativa
que mejor podria responder este surgimiento seria ia Cténica, dada la historia de vida de
este fasmido, que comprende gran parte de su ciclo en ambientes subterraneos y
subnivales con condiciones de hipoxia e hipercapnia (Jones 1999, Musselman et al.
2005). Sin perjuicio de lo anterior, recientemente Matthews & White (2011) postularon que
la discontinuidad en el intercambio de gases estaria explicada por la Hipotesis Neuronal,
la que incluye un componente adaptativo, dado por el ahorro energético de una baja
actividad cerebral, y ofro no-adaptative mecanico, dado por una retroalimentacion
regulatoria de las presiones parciales de oxigeno y dioxido de carbono. El apoyo a estas
hipotesis no excluye que otras también puedan estar actuando, debido que hay multiples
origenes evolutivos independientes que explican la aparicion del IGD y no una sola

funcion subyacente a su génesis (Matthews & White 2012).

Finalmente, la aparicidén del IGD en A. crassa principalmente en condiciones de
temperatura ambiental baja, podria implicar que este patrén se encuentre subestimado en
otros taxa de insectos e incluso de artrépodos, debido a que la mayoria de los estudios se
ha efectuado en base a mediciones con temperaturas ambientales moderadas (20-25 °C)
y/o bajo condiciones en donde el IGD no necesariamente puede expresarse. De esta
forma, a partir de la filogenia propuesta por Marais et al. (2005) respecto al origen del

IGD, es posible afirmar que este es el primer registro empirico de IGD en el orden
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Phasmatodea, el cual seria interesante extrapolar hacia otras especies de la familia

Agathemeridae, cuyas relaciones filogenéticas se encuentran en Vera et al. (2012).

4.2. Periodo de actividad

En las temperaturas donde aparecio, el IGD (y el IGC) fue exhibido solamente
durante ei periodo de reposo de los individuos (condicién diurna), mientras que durante el
periodo de actividad (condicién nocturna) toda ciclicidad desaparecié, modificandose a
una traza de produccién de CO; continua, con una consecuente elevacion de la tasa
metabolica y la de péerdida de agua. Esta situacion no constituye ninguna extrafieza,
debido a que la aparicion de los patrones de intercambio gaseoso con ciclo ha sido
siempre observada durante el estado de reposo de los animales (Chown & Nicolson 2004,
Chown 2011). Esto sugiere que la mayor demanda metabdlica sostenida durante la
actividad requiere de una mayor ventilacién, en donde la apertura de los espiraculos llega
a ser tan frecuente, que su cierre completo e incluso parcial se toma improbable,

provocando asi la pérdida de los ciclos.

La fuente que provocod el aumento sustancial de Ia demanda metabdlica (y su
concomitante liberacion de agua) no fue posible de determinar, debido a que la actividad
no fue un factor considerado en el disefio experimental del estudio. Sin embargo, se ha
descrito en insectos de otros taxa que dichos incrementos podrian estar asociados al
mayor costo provocado por la locomocion y/o a la actividad de estructuras sensoriales
(Chown & Nicolson 2004, Harrison et al. 1991), lo que podria traducirse en un aumento de
la actividad cerebral y asi, de la demanda metabdlica. Al respecto, Matthews & White
(2011), postulan que la aparicion del IGD estaria explicada por consideraciones
energeticas que promueven una disminucion de la tasa metabdlica, lo que se traduce en

una baja actividad cerebral. De esta manera, el IGD apareceria como consecuencia del

(9]
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control respiratorio generado por el ganglio segmentario del térax y del abdomen, lo que

seria indicativo de un estado de reposo.

De acuerdo a lo anterior, la segunda hipotesis planteada (“la existencia de ciclos
discontinuos deberia ser mas acentuada en periodos de reposo, y desaparecer o
modificarse a ciclos continuos y/o ciclicos en periodos de actividad”) se cumpliria

cabalmente.

4.3. Correlacién entre produccién de CO, y pérdida de agua

En cada ejemplo representativo de los patrones de intercambio gaseoso se
observé una asociacion bastante estrecha entre las tasas de pérdida de agua y la de
produccién de CO;. Por un lado, las mediciones simultaneas de ambas variables sugieren
la existencia de una sincronizacién entre ellas, dada por la apertura espiracular que
permite la salida de ambos elementos en forma conjunta. Esta sincronizacion permitié la
particion de la pérdida de agua cuticular y respiratoria en los patrones con ciclos, y posee
un comportamiento similar a trabajos realizados por Hadley & Quinlan (1993), Quinlan &
Hadiey (1993), Bosch et al. (2000), Williams et al. (2010), entre otros, respecto a la
dinamica espiracular. Por otra parte, el andlisis de regresion lineal de los datos de ambas
variables arrojé una relacion significativamente positiva en cada ejemplo de patron de
intercambio gaseoso, lo que concuerda con los analisis de Gibbs & Johnson (2004). Estos
autores proponen que la pendiente de cada regresiéon estima el costo hidrico del
intercambio gaseoso para cada individuo, es decir, el incremento de pérdida de agua
asociado a la liberacion de CC,. En este caso, Ila Hipotesis Ctonica seria apoyada si los
menores valores de las pendientes correspondieran a aquellos individuos que exhiben

iGD, debido a que esta hipotesis permite que el CO, sea liberado mientras minimiza la
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pérdida de agua respiratoria (Lighton & Berrigan 19935), lo cual seria interesante probar

en un proximo paso para ampliar la informacién aqui expuesta.

Dado lo anterior, la tercera hipotesis planteada en este trabajo (“debera existir una
correlacion positiva entre los ciclos de liberacién de CO, y los de pérdida de agua

respiratoria”) estaria siendo apoyada sélidamente por los resultados obtenidos.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la presencia de los patrones
de intercambio gaseoso estda intimamente ligada a la temperatura ambiente la que
modula en gran medida la fisiologia de los individuos, en conjunto con otros factores
abidticos. Es asi como los patrones de intercambio gaseoso serian la expresion de los
requerimientos metabdlicos de cada individuo. En A. crassa, la expresioén de la produccion
de CO; a través del gradiente térmico varié desde la presencia de ciclos, a temperaturas
bajas y medias, cuya frecuencia fue en aumento hasta transformarse en un continuo a
altas temperaturas. La pérdida de ciclos discontinuos a altas temperaturas refuta la
primera hipotesis planteada en este trabajo, lo que sugiere que la Hipétesis Hidrica debe
rechazarse, pues no seria una explicacién adecuada a la aparicién de este patrén en A.
crassa, debido a que en esas condiciones es donde se pierde mayor cantidad de agua,
especialmente en las hembras. Por lo tanto, la aparicion del IGD en A. crassa podria estar
dada por un conjunto de factores, entre los cuales es posible sugerir a la actividad
cerebral (ligada a la demanda metabdlica) la que se encontraria asociada a la mecanica
de retroalimentacion regulatoria de PO, y PCO,. No obstante, el ambiente subterraneo
con condiciones de hipoxia e hipercapnia que habita A. crassa durante gran parte de su
ciclo de vida, sugiere que la Hipotesis Ctonica también sea una explicacion interesante de

probar.

Por otra parte, la baja contribucion que presento la pérdida de agua respiratoria a
la evaporativa total, sugiere que el cierre espiracular no interviene mayormente en el
balance hidrico de los individuos que exhiben patrones con ciclo, debido a que la mayor

parte del agua se pierde a través del exoesqueleto.
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Los ciclos discontinuos de intercambio gaseosc efectivamente fueron mas
acentuados durante el pericdo de reposo de los individuos, mientras que durante la
actividad éstos desaparecieron, modificandose a continuos. Esto estaria dado por la
mayor necesidad de ventilacion que implica la elevacion de la demanda metabdlica, y que
imposibilita el cierre de espiraculos, evitando asi la exhibicion de ciclos. Este resultado
apoyaria la hipotesis que explica que el IGD se expresaria en condiciones de baja

demanda metabdlica.

En cada patrén de intercambio gaseoso, la produccion de CO, se correlacioné
significativamente con la pérdida de agua, o que sumado al analisis visual de la
mediciones simultaneas de ambas variables, podria sugerir una probable sincronia entre

las trazas, dada por la dinamica espiracular que regula ia salida de los elementos.

La presencia del IGD en A. crassa descrita en este trabajo corresponderia al
primer registro empirico de este patrén en el orden Phasmatodea. La aparicion de este
patron estuvo fuertemente ligada a las condiciones experimentales en las cuales fue
medido, lo que sugiere que la presencia del IGD podria estar subestimada en otros taxa
de insectos y artropodos al ser medidos bajo condiciones en donde este patrén no

necesariamente puede expresarse.
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