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Resumen

Los insectos constituyen el grupo animal mas abundante y diversificados del planeta.
Estos habitan gran parte de los ecosistemas terrestres, existiendo inclusive linajes que
sobreviven en las superficies oceanicas. Entre las caracteristicas que explicarian su
éxito en la Tierra se destaca su gran plasticidad, expresada en una gran diversidad de
modos de vida. A pesar de que el sistema nervioso en insectos es altamente conservado,
esta enorme diversidad de estilos de vida se ve reflejada en variaciones morfoldgicas y
volumétricas de las distintas neuropilas. En esta investigacion se estudié cémo
diferencias alimentarias en contextos naturales se asocian con cambios a nivel
neuroanatomico en individuos adultos, especificamente en el nimero y volumen de
glomérulos del 16bulo antenal. Para ello, se estudio el nicho tréfico y los cerebros de las
cucarachas endémicas del género Moluchia spp. criadas en ecosistemas con distintos
grados de intervencion antrdpica: matorral costero, plantaciones forestales de
eucalipto y sector urbano, en donde los paisajes olfativos y ofertas dietéticas son
contrastantes. Se halld que los insectos costeros pertenecen a niveles troficos mas
basales y presentan nichos isotopicos mas amplios que los insectos de las otras
poblaciones, sugiriendo que estas cucarachas se alimentan de una variedad mas amplia
de recursos troficos incluido material vegetal fresco, mientras que las cucarachas de
plantaciones forestales y de sector urbano se alimentarian principalmente de materia
organica en descomposicion. Por otro lado, no se hallaron diferencias en la cantidad de
glomérulos entre las tres poblaciones. Sin embargo, los individuos pertenecientes al
matorral costero presentaron una mayor proporcion de glomérulos XG en comparacion
a las cucarachas de ecosistemas intervenidos. Finalmente, se concluye que en estos
insectos pareciera haber una correlacion entre el tamafio del nicho tréfico y la cantidad
de glomérulos especializados. Por lo que las interacciones troficas -ligadas a estimulos
sensoriales olfativos- a lo largo de su ontogenia, podrian ser importantes en el

desarrollo de estas neuropilas de primer orden.

Palabras clave: Moluchia sp, 16bulo antenal, glomérulos, nicho trofico.
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Abstract

Insects constitute the most abundant and diversified animal group in the planet. They
are present in almost every ecosystem, even over the ocean’s surface. Among the traits
that would explain their success in Earth, we can highlight their great plasticity, which
is expressed in the great diversity of life styles. Although insects’ nervous system is
highly conserved, differences in their life styles are reflected in morphological and
volumetric variations of the different neuropils. In this research we studied how diet
differences in natural contexts are associated with changes at the neuroanatomical
level in adult individuals, specifically in the number and volume of olfactory glomeruli
from the antennal lobe. For this purpose, we studied the brains and the trophic niche
of endemic cockroaches of the genus Moluchia spp. reared in ecosystems with different
degrees of anthropogenic intervention: coastal scrubland, eucalyptus forest plantations
and urban outskirts, where olfactory landscapes and dietary supply are contrasting. We
found that coastal insects belong to more basal trophic levels and present wider
isotopic niches than eucalyptus plantation insects, suggesting that these cockroaches
feed on a wide variety of trophic resources including fresh plant material, whereas
forest plantation cockroaches feed mainly on decaying organic matter. By the other
hand, we found ~96 glomeruli per antennal lobe in all individuals. In addition, we found
a larger proportion of extra-large glomeruli in cockroaches from native ecosystems
(Moluchia brevipennis) compared to other populations. Finally, it is concluded that it
seems to be a correlation between the size of the trophic niche of the insects studied
and the number of specialized glomeruli, and that trophic interactions -linked to

olfactory sensory stimuli- are important in the development of first-order neuropils.

Key words: Moluchia sp, antennal lobe, glomeruli, trophic niche, development.



Introduccion

Los insectos corresponden a mas de la mitad de las especies animales descritas a la
fecha, habitando en la mayoria de los ecosistemas terrestres y superficies acuaticas
(Tihelka et al, 2021; Rosenberg et al, 2023). Su abundancia y diversidad sin paralelos
va acompafiada de un amplio y plastico espectro de modos de vida y roles
ecosistémicos, correspondiendo a agentes clave en la estabilidad de los biomas de
nuestro planeta (Grimaldi and Engel, 2005; Barnes, 2021). Estas caracteristicas los
hacen un buen modelo de estudio para tratar preguntas comparadas sobre
neuroanatomia, en particular las que buscan asociaciones entre estructuras neurales y
modos de vida (North and Greenspan 2007; West-Eberhard 2005; Bouchebti and
Arganda, 2020). A pesar de que la estructura nerviosa de los insectos es altamente
conservada (Galizia and Rdossler, 2010, Farris 2003; Polilov and Makarova 2020), es
posible encontrar diferencias sustanciales en su fisiologia y arquitectura (Murray et al,.
1984; Meinertzhagen and Sorra, 2001). Esto se ve reflejado tanto en la ontogenia de un
insecto como entre especies filogenéticamente cercanas que difieren en su modo de
vida (Westwick and Rittschof, 2021). Este fendmeno ha sido reportado tanto en
insectos con planes de desarrollo conservado, ie., hemimetabolos (exopterigotas),
como en insectos con modos de desarrollo derivados, ie., holometabolos

(endopterigotas) (e.g, Ernst et al., 2015; Barchuk, 2017).

Diversidad de modos de vida

Entre los diversos estilos de vida que despliegan los insectos, (como ser
diurnos/nocturnos, gregarios/solitarios) destacan sus habitos alimentarios. Tanto los
elementos troficos que consumen como las estrategias de forrajeo que despliegan, son
factores importantes en su desarrollo, ecologia y evolucion (Cornwallis et al, 2023).
Estos animales llevan a cabo un amplio espectro de estrategias de nutricion incluyendo

la depredacion, la herbivoria, la xilofagia, la hemofagia, la alimentaciéon a partir de



detritos, entre muchas otras. Incluso, muchos insectos son capaces de cambiar de
estrategia tréofica a lo largo de su ontogenia. Por ejemplo, los odonatos son
depredadores acuaticos en las fases inmaduras, pero pasan a ser depredadores
terrestres voladores en la fase adulta (Bowman et al. 2018). Por otro lado, en
Lepidoptera, durante la etapa larval muchas especies son voraces herbivoros pasando
a cumplir roles de polinizadores al completar la metamorfosis (Tobi et al, 1993). Este
amplio abanico de posibilidades los sitia como organismos elementales en muchas
redes troéficas y los convierten en agentes ecosistémicos clave ya que, en conjunto con
microorganismos endosimbiontes, son capaces de realizar procesos metabdlicos que
son fundamentales en el ciclo de los principales elementos N, P, C, O, H y S (Schpheer,
2021) que conforman la vida en la tierra. Una herramienta util para estudiar los
diversos habitos alimentarios y evaluar sus cambios frente a distintos contextos
ambientales, es el analisis de is6topos estables (Hsu et al, 2023; Quinby et al., 2020).
Los isotopos son tipos atémicos con distintas cantidades de neutrones en el nucleo. En
la naturaleza existen variaciones en las proporciones isotopicas que dependen de
procesos tanto fisicoquimicos como bioldgicos. Estas proporciones se traspasan de la
dieta al organismo de modo predecible, permitiendo determinar aspectos del origen

geografico y de la dieta (Quinby et al., 2020).

Variaciones en la neuroanatomia

Los insectos utilizan distintas modalidades sensoriales para la orientacion espacial y
conducta de forrajeo. Entre ellas encontramos la vision, el tacto, el olfato, el gusto e
incluso la magnetorrecepciéon (Borkakati et al, 2019; Clarke et al, 2017; Hansson and
Stensmyr, 2011). Curiosamente, es posible hallar una correlacion importante entre el
estilo de vida, la estructura de ciertos drganos sensoriales y su neuroanatomia. Por
ejemplo, tanto abejas (Himenoptera) como en mariposas (Lepidoptera) presentan
receptores gustatorios en las patas delanteras, (Agnihotri. et al, 2016) que les permite
sensar ciertos componentes quimicos al posarse sobre flores y discriminar entre

plantas hospederas y no hospederas.



De manera interesante, cambios en el modo de vida de algunas especies se encuentran
correlacionadas a modificaciones en su neuroanatomia. Por ejemplo, en langostas
(exopterigotas) de los géneros Locusta y Schistocerca (Orthoptera), se observan dos
fases conductuales conspicuas: una gregaria, con un modo de alimentacion generalista,
y otra solitaria, con modo de alimentacién especialista. Ambas fases tienen marcadas
diferencias en diversas neuropilas del cerebro (Ott and Rogers, 2010; Ernstetal., 2015).
Adicionalmente, se ha documentado que las experiencias olfativas y alimentarias
tempranas durante el desarrollo pueden inducir cambios sustanciales en el crecimiento
de distintas estructuras cerebrales (Westwick and Rittschof, 2021). Por ejemplo, la
cantidad y distribucion de sensilas olfativas en la antena y palpos maxilares en Locusta,
dependen del tipo de dieta recibido en el estado de ninfa (Rogers & Simpson, 1997). En
endopterigotas, como la abeja de miel, Apis mellifera (Linneaus 1758, Hymenoptera:
Apidae), se ha documentado que las obreras desarrollan cuerpos fungiformes de mayor
tamafio que las reinas en la etapa adulta (Groh et al, 2012; Barchuk, 2017). Estas
diferencias estarian dadas por una nutricién diferencial suministrada durante el estado
larval (Groh et al, 2012; Barchuk, 2017). Ademas, experimentos de deprivacion
sensorial en mariposas han demostrado que la experiencia olfativa es fundamental para
el desarrollo de centros olfativos de primer orden (16bulo antenal) (Eriksson, 2019).
Estos ejemplos sugieren que las neuropilas sensoriales en insectos, tienen un alto grado
de plasticidad experiencia-dependiente durante su desarrollo (West-Everhard, 2003,

Westwick and Rittschof, 2021).

Por otro lado, se ha visto que linajes relativamente cercanos entre si, pero con
divergencias en su modo de vida, presentan diferencias en la morfologia, fisiologia y
volumen de sus neuropilas (Koniszewski et al. 2016). Por ejemplo, los coledpteros
herbivoros de la familia Scarabeidae presentan una duplicacién en los calices de los
cuerpos fungiformes (MB por sus siglas en inglés), mientras que las especies
pertenecientes a subfamilias consumidoras de estiércol presentan MB con un unico
caliz, como en la mayoria de los nedpteros (Farris and Roberts, 2005; Montgomery,
2016). Esta duplicacion en los calices esta generalmente acompafiada de nuevas

subdivisiones funcionales, integrando distintas modalidades sensoriales al incluir



aferencias olfativas y visuales (Farris, 2013). En cuanto al 16bulo antenal (LA) o centros
de primer orden asociados al olfato también se han observado variaciones tanto en el
numero de glomérulos como en la sensibilidad frente a ciertos componentes en
organismos con distintos estilos de vida (Immonen et al, 2017; Sheehan et al, 2019).
Por ejemplo, la abeja solitaria oligoléctica Andrena vaga (Panzer, 1799, Hymenoptera:
Andrenidae) presenta menos glomérulos en su LA y una mayor sensibilidad a
compuestos volatiles derivados de sus plantas hospederas en comparacion a la abeja
de miel, que presenta un modo de vida generalista (Burguer, 2013). Es decir, modos de
vida ligados a distintas experiencias olfativas y dietarias se correlacionarian con

modificaciones en la estructura del MB y LA.

En cuanto al desarrollo de neuropilas olfatorias, encontramos diferencias importantes
entre insectos endopterigotas y exopterigotas. Mientras que en la mayoria de los
endopterigotas las principales estructuras neurales presentes en adultos se desarrollan
durante la metamorfosis, los exopterigotas eclosionan presentando MB y LA
minudsculos, que maduran y aumentan en volumen a medida que su ontogenia atraviesa
los distintos estadios de ninfa hasta alcanzar la fase de adulto (Farris and Sinakevich,
2003). Por lo tanto, el crecimiento de estos insectos ocurre mientras el organismo esta
en contacto activo con su ambiente, sugiriendo que estas instancias podrian ser
importantes tanto en la conformacion de su modo de vida como en el desarrollo de sus
estructuras neuronales (Burggren, 2017; Westwick and Rittschof, 2021). Un ejemplo
claro de esto esta presente en el orden Blattodea, en donde las conductas alimentarias
de vida libre comienzan desde la eclosion de la ooteca (Bell et al., 2007; Schal et al,,

1984).

Estos ejemplos muestran la plasticidad del sistema nervioso, en particular del sistema
olfativo y destacan la importancia de la experiencia temprana en el desarrollo de estas
estructuras. Sin embargo, a la fecha no existen estudios que hayan evaluado posibles
diferencias en las estructuras sensoriales entre poblaciones que viven en ambientes
contrastantes (i.e. ambiente natural versus ambiente intervenido) dentro una misma

especie. Un modelo que permite abordar esta pregunta es Moluchia brevipennis, una



cucaracha endémica que se encuentra fuertemente asociada a la flora nativa y que

ademas se encuentra en plantaciones forestales (Schapheer et al, 2017).

Neuroanatomia en Blattodea

La neuroanatomia y el desarrollo del sistema nervioso en Blattodea ha sido
principalmente estudiada en la especie invasora Periplaneta americana (Linnaeus,
1758, Blattodea: Blattidae) (Newton, 1879; Farris and Strausfeld, 2001; Paoli, 2020;
Fusca, 2021; Watanabe et al, 2010; Watanabe, 2012). Dentro de los sistemas
sensoriales del orden Blattodea, el sistema olfativo es importante en la orientacion
espacial (Nishino, 2018; Galizia, 2018; Paoli, 2020) y en la conducta de forrajeo
(Vergaraetal, 2011; Glinzel, 2021). El principal 6rgano olfatorio, de insectos en general
y de cucarachas en particular, son las antenas. Estas constan de flagelos anillados,
recubiertos por sensilas sensibles a distintos tipos de estimulos (Figura 1). De acuerdo
al estimulo al cual responden, las sensilas se clasifican como sensilas quimiosensoriales
de contacto, mecanosensoriales, higrosensoriales, termosensoriales y olfativas
(Watanabe, 2012). Las sensilas olfatorias alojan de una a cuatro neuronas receptoras
olfativas (OSN por sus siglas en inglés) cuyos axones proyectan a glomérulos especificos
del l6bulo antenal (LA) dependiente del tipo de receptor olfatorio (OR) que expresen
(Watanabe et al., 2010). Estudios realizados en Dipteros y de manera mas reciente en
Blatodeos, describen que cada glomérulo recibe proyecciones de neuronas sensibles a
la misma familia de moléculas odorantes (Paoli, 2020)(Figura 1). En el caso de especies
del género Drosophila (Diptera), estd descrito que cada neurona sensitiva olfativa
expresa uno de los 57 genes particulares de ORs, y que las neuronas con el mismo tipo

de receptor inervan un unico glomérulo del LA (Vosshall, 2000).



Medulla

Sensilas
Antena

Nervio
Antenal

Figura 1. Representacion esquematica del cerebro de un insecto del orden Blatoddea con sus
principales neuropilas y conectividad entre antenas y lébulo antenal. Abreviaturas: MB:
cuerpos fungiformes, Ca: caliz de cuerpos fungiformes, CC: complejo central, LA: 16bulo antenal,
Glo: glomérulo, Gs: ganglio suboesofagico, LO: l6bulo 6ptico, OSN: neuronas receptoras
olfativas. OSN con receptores olfativos de la misma familia, inervan el mismo Glo. OSN de
segmentos distales inervan la zona central del glomérulo mientras que OSN de segmentos
proximales inervan la zona periférica del glomérulo.

Durante el proceso de desarrollo, luego de cada muda, nuevos anillos se agregan a la
zona proximales a la cabeza, alargando las antenas (Schafer, 1973), con ellas nuevas
OSN inervan los glomérulos existentes en capas que se agregan desde el centro hacia la
periferia (Fusca, 2021) (Figura 1). Por consiguiente, las capas glomerulares son tanto
edad-dependientes como segmento-dependientes. En un estudio realizado en la
cucaracha de la calavera, Blaberus craniifer (Burmeister 1838) (Dictyoptera:
Blaberidae), se determin6 que la curva de crecimiento de la antena, del 16bulo antenal

y de los glomérulos es exponencial a lo largo de las fases de ninfa (Rospars and

Chambille, 1986).



Modelo de Estudio: especies del género Moluchia.

La mayoria de las investigaciones en cucarachas, incluyendo las conductuales y
neuroanatomicas, se concentran en unas pocas especies, i.e.,, Periplaneta americana,
Blatta orientalis (Linnaeus, 1758, Blattodea: Blattidae) y Blattella germdnica (Linnaeus,
1758, Blattodea: Ectobiidae) debido a que son un problema de salud publica y plaga
urbana. Todas estas presentan un modo de vida similar, intimamente ligado a
ecosistemas modificados por factores antropicos, particularmente en las ciudades
donde se generan artificialmente las condiciones de temperatura y humedad ideales
para su sobrevida (Schapheer et al, 2018), alimentandose de basura y detritos (Bell,
2007). Sin embargo, existen mas de cuatro mil especies de cucarachas descritas, de las
cuales mas del 99% corresponde a especies silvestres o nativas (Potapov, 2022). Su
distribucién se concentra en las areas tropicales, sin embargo, es posible encontrar
especies en ecosistemas templados (Schapheer and Villagra, 2017; Villagra and
Schapheer, 2016) e incluso desérticos (Hawke and Farley, 1973; Grandcolas, 1996). En
cuanto a su dieta, la gran mayoria de las especies descritas son detritivoras, aunque un
gran numero de especies se alimentan ocasionalmente de tejidos vegetales especificos,
como polen, pétalos, frutos y brotes nuevos (Bell, 2007; Potapov, 2022). Debido a que
este grupo habita en diversos ecosistemas y despliega una gran variedad de modos de
vida, resultan un excelente modelo para estudiar la variabilidad de su sistema nervioso

(Olsen et al, 2014; Mcgorry et al, 2014).

En Chile, se han descrito a la fecha 14 especies de cucarachas nativas (Schapheer et al,,
2018), dentro de las cuales se encuentra el género Moluchia descrito por Rehn en 1890
y estudiadas en mayor profundidad por Schapheer y colaboradores (Schapheer et al,,
2017; Villagra and Schapheer, 2016). Dentro de este género encontramos a Moluchia
brevipennis Saussure, 1864 (Blattodea: Ectobiidae), una especie endémica (no plaga) de
habito crepuscular- nocturno que se encuentra fuertemente asociada a la flora nativa
del matorral costero de la zona central de Chile (Schapheer et al, 2017). Esta cucaracha
ha sido registrada visitando y alimentandose de recursos florales como polen y néctar

de especies de bromeliaceas nativas como Puya chilensis y Puya venusta, y a otros



representantes de la flora nativa de las terrazas costeras como Oenothera acaulis
(Onagraceae) y distintas especies de los géneros Haplopappus (Asteraceae) y Nolana
(Solanaceae), entre otros (Schapheer et al, 2017). En un estudio de desacople sensorial
realizado por Vergara et al. (2011), se determiné que la visita de M. brevipennis a O.
acaulis es principalmente guiada por el olfato (Vergara etal, 2011) y que la conducta de
desplazamientos en el contexto de forrajeo se caracteriza por frecuentes oscilaciones y
contactos antenales (Okada 2006; Baba, 2010), sugiriendo que en estas cucarachas
nativas el olfato es una de las principales modalidades sensoriales involucradas durante

el forrajeo.

La distribucion de esta especie disminuye drasticamente en lugares antropizados como
ciudades y pueblos aledafios a la costa. Estos sectores poseen altos niveles de
contaminacion, presencia de basurales y sitios eriazos donde la vegetacion nativa se ha
eliminado por completo. A pesar de su habito predominantemente costero, se ha
encontrado a Moluchia brevipennis en plantaciones forestales poco intensivas de
eucalipto en las Regiones de Valparaiso y Metropolitana de Santiago (Observaciones de
terreno). De manera que, a pesar de ser una especie nativa del matorral costero, M.
brevipennis ha sido capaz de sobrevivir a la presion de homogeneizacién biotica
impuestas por la industria forestal. Por otro lado, en diversos puntos de la Region
Metropolitana y de Valparaiso se ha registrado otra especie representante del género
Moluchia. Este espécimen ha sido observado en jardines de sectores urbanos, semi
rurales y al interior de viviendas, alimentandose de desechos organicos compostados
(observaciones de terreno). Si bien esta especie aiin no esta descrita resulta interesante
estudiarla por ser filogenéticamente cercana a M. brevipennis, pero presenta un habito
diferente asociado a ambientes mas urbanos. A esta especie la llamaremos Moluchia sp.

alo largo de esta tesis.

Paisajes olfativos contrastantes.

Las plantas emiten odorantes volatiles desde sus estructuras vegetativas y

reproductoras. La composicion quimica y la concentracidon de volatiles dependen no



solo de la especie, sino también de sus interacciones bidticas y abioticas. Por ejemplo,
frente a la herbivoria por parte de insectos, varias especies de plantas liberan terpenos
y sesquiterpenos asociados a la defensa y comunicacion entre plantas (Tumlinson,
2014; Verdeguer et al, 2020). Ademas, se ha documentado que ensambles
vegetacionales de determinadas composiciones y estructuras generan microclimas que
afectan la liberacidn local de ciertos volatiles y pueden alterar las caracteristicas de las
plumas de olor en cuanto a su forma, tamafio y linealidad de propagacion (Randlkofer
et al, 2010). Por otra parte, una gran variedad de estudios ha investigado como la
heterogeneidad vegetacional afecta el desempefio y orientacion de los insectos (Kagata
and Ohgushi, 2006; Amarawardana et al, 2007; van Rensburg et al, 2020;). De modo que
a mayor biodiversidad vegetal, mayor es la complejidad estructural de los ecosistemas,
lo que a su vez genera un aumento en la complejidad quimica afectando asi la busqueda

de alimentos por parte de insectos (Randlkofer et al, 2010).

En la terraza costera de los Molles (Chile central) se han documentado alrededor
de 300 especies de plantas vasculares con un 57% de endemismo (Lund and Letellier,
2012) que presentan una estrecha asociacion con insectos tanto en este ecosistema y
como en ecosistemas aledafos (Schapheer et al, 2017; Vargas et al, 2018; Guerrero et
al, 2019; Villagra et al, 2021). Por otro lado, si bien los eucaliptus liberan una amplia
gama de metabolitos volatiles y no volatiles (Sgrensen, 2020), las plantaciones
forestales presentan una menor biodiversidad de especies formando un ecosistema
homogéneo y por ende con una menor complejidad estructural. Esto sugiere que en las
plantaciones de eucalipto existe una menor complejidad quimica y con dinamicas
distintas a lo que ocurre en el matorral costero. En el caso de la zona centro de Chile las
plantaciones de eucalipto, hasta el afio 2016 ocupaban 57.525 hectareas entre las
regiones de Coquimbo y Valparaiso (CONAF, 2023), reemplazando con esta especie
exética grandes parches de bosque y matorral costero. Dado que las cucarachas
endémicas Moluchia brevipennis se encuentran en ambos tipos de ecosistema,
representan un buen caso de estudio para evaluar cambios en el nicho tréfico y su

posible correlacién con cambios a nivel neuroanatémico.



Formulacion de la propuesta:

Dado que estudios previos muestran una asociacion entre las experiencias olfativas y
alimentarias tempranas y el desarrollo de los érganos del sistema olfatorio, se propone
que ambientes con paisajes olfativos y ofertas alimentaria distintas podrian incidir
sobre el desarrollo y engrosamiento de glomérulos de las cucarachas endémicas del
género Moluchia (Blattodea: Ectobiidae). Para ello, se estudié la neuroanatomia del
l6bulo antenal de estos insectos, con énfasis en la cantidad y volumen de glomérulos, y
su posible asociacién con la dieta natural, estimada a través del estudio de su nivel
tréofico, y de la amplitud de nicho isotopico, en poblaciones de Moluchia sp. de

ecosistemas con distintos grados de intervencion antrépica.
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Hipétesis

La cantidad y el volumen de los glomérulos en el 16bulo antenal de Moluchia sp. estan
relacionados con la especializacidn tréfica de cada poblacidn. Predicciones: se espera
que las cucarachas de habitats simplificados (sectores urbanos y plantaciones de
eucaliptos) presenten un menor nimero y volumen de glomérulos debido a una menor
diversidad en su dieta, lo que refleja una adaptacion a nichos tréficos menos variados y

niveles tréficos mas altos, en comparacion con las cucarachas de ecosistemas nativos.

Objetivo general

Comparar la posicion tréfica y amplitud del nicho isotopico de cucarachas endémicas
del género Moluchia sp. pertenecientes a ecosistemas nativos vs ecosistemas
intervenidos y correlacionarlo con el volumen y nimero de glomérulos de sus ldbulos

antenales.

Objetivos especificos:

a) Comparar el nicho tréfico de este insecto nativo a través del analisis de
isotopos estables, especificamente a través del cambio de nivel tréfico y la
amplitud de sus nichos isotdpicos.

b) Describir el 16bulo antenal, neuropila de primer orden asociada al olfato en
Moluchia sp.

c) Identificar y describir los glomérulos presentes en el 16bulo antenal.

d) Comparar el nimero, volumen y estructura de los glomérulos entre distintas
poblaciones.

e) Evaluar la correlacion entre el nimero y tamafio de los glomérulos del 16bulo

antenal con el nicho tréfico de las cucarachas.
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Metodologia

Animales

Se colectaron un total de 47 individuos del género Moluchia spp. (moluchias) en tres
habitats con distintos grados de intervencién antropica: matorral costero (M.
brevipennis. n=23, 10 machos, 13 hembras), plantacion de eucaliptus (M. brevipennis,
n=14, 6 machos, 9 hembras) y sector urbano en la precordillera del sur de Santiago

(Moluchia sp. n=10, 3 machos, 7 hembras) (Figura 2.A.).

En octubre de 2022 y enero de 2023, se realizaron trabajos de terreno en las terrazas
costeras de matorral de Pichidangui en la IV Region (32°09'02.9"S 71°31'40.1"W). En
este sitio, se obtuvieron individuos de la especie Moluchia brevipennis mediante colecta
directa al atardecer. Los individuos fueron encontrados bajo troncos, sobre flores
nativas (Nolana crassulifolia, Equinopsis chiloensis, Carpobrotus chilensis, Alstroemeria
pelegrina: Figura 2B) y desplazandose por sectores abiertos. Para la zona de plantacién
de eucaliptus, se visitaron tres sitios: la Reserva Nacional Lago Pefiuelas de la V Region
(33°10'53.5"S 71°29'53.9"W), en diciembre de 2022 (n=3, 2 machos, 1 hembra), la zona
interior de Pichidangui en un sitio con alta cobertura de eucaliptus (32°08'40.2"S
71°31'18.0"W) en enero de 2023 (n=6, todas hembras) y el sector de Laguna Verde
(33°04'57.9"S 71°39'27.7"W) en la comuna de Valparaiso en mayo y septiembre de
2023 (n=5), todos los individuos de esta poblacion fueron hallados entre la hojarasca o
bajo troncos (Figura 2C). En diciembre de 2022 y enero de 2023, se colectaron
individuos del género Moluchia sp. bajo troncos y al interior del compost en un sector
semi urbanos de la precordillera de Santiago (33°30'53.6"S 70°32'34.9"W), ésta especie
de cucarachas se encuentra en proceso de descripcién (n=10, 7 hembras, 3 machos).
Los organismos capturados vivos se conservaron en bolsas de plastico Ziploc junto con
el sustrato correspondiente a cada lugar y luego traspasados a potes de plastico rigido,
hasta su procesamiento en el laboratorio. Los individuos capturados fueron
identificados segun la ficha de categorizacion realizada por Schapheer & Villagra
(2017). Su sexo se determind en adultos segun las diferencias presentadas en la placa

subgenital: presencia de estilos y paraproctos asimétricos en machos, ausencia de

12



estilos y paraterjitos asimétricos en hembras (Bell, 2007). Debido a la baja cantidad de
muestras y la falta de evidencia de dimorfismo sexual en el LA (Watanabe et al, 2010),
no se hizo una distincion entre machos y hembras en este estudio. Mediante fotografias
tomadas con lupa bajo papel milimetrado y el software Image], se midi6 el ancho de

cabeza y largo del cuerpo de cada individuo colectado.

Luego de identificados los especimenes, cuerpo y cabeza fueron separados para
distintos procedimientos. Los cuerpos fueron conservados en alcohol 702 y las cabezas

se fijaron inmediatamente para la posterior diseccion.

A

Vifia gzl Mar

% Region de
Iparaiso
¥

Quilpuc:
s S
S a

DISTRIBUCION PUNTOS DE Simbologia
MUESTREO @ Plantacién Eucalipto
Moluchia sp. ® Matorral costero

A Sector Urbano

Proyeccién WGS 84 UTM 19 S

Figura 2. Puntos de muestreo en las regiones de Coquimbo, Valparaiso y Metropolitana (A)
Mapa de Chile destacando en foto satelital Google Earth® donde se muestran los puntos de
muestreo. (B) Moluchia brevipennis sobre Alstroemeria pelegrina de matorral costero. (C)
Moluchia brevipennis sobre hojarasca de plantaciéon de eucaliptus, foto perteneciente a
Constanza Schapheer.
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Andlisis de Isotopos estables

El sistema digestivo de las cucarachas fue separado del resto del cuerpo. Los intestinos,
el buche y el aparato reproductor fueron conservados en alcohol 702 para estudiar su
contenido estomacal. Con el resto del cuerpo, principalmente musculatura y
exoesqueleto, se obtuvieron las muestras para el analisis de is4topos estables. En
primer lugar, se secaron los tejidos en un horno a 602C por 24 horas para eliminar la
humedad, posteriormente fueron molidos y homogenizados con un mortero de
ceramica y finalmente se guardaron ~2 mg de muestra en tubos ependorff. Las
mediciones de is6topos se realizaron en el Stable Isotope Facility de la Universidad de
Antofagasta (UASIF), Chile. Aqui se enviaron 10 muestras de cada poblacion, ademas de
pellet de pez y cuatro muestras correspondientes al tejido de cucarachas alimentadas
exclusivamente de pellet de pez, para estimar el enriquecimiento a través de los niveles

tréficos. Se llegd a la razén isotopica 673C y 675N mediante la siguiente ecuacidn:
56X = [Rmuestra / Restandar - 1] X 1000 %o

Expresada en unidades per mil %o donde, R corresponde a las razones isotopicas
pesadas vs ligera de cada elemento (*3C/*2C y >N/ 14N). Los valores estandar fueron
los de VPDB para C y nitrégeno atmosférico para N. Con estos valores se estudio el nivel

tréfico de las poblaciones y la amplitud de sus nichos tréficos.

Se calculd el nivel trofico para cada individuo de las poblaciones de M. brevipennis
presentes en la costa y en plantaciones de eucaliptus. Para este calculo se utiliza la

ecuacion propuesta por Prost (2002).

15 15
) Ncucaracha -0 Nbase
AN

Posicion trofica = 1+

ASN corresponde al enriquecimiento de °N a través de los niveles tréficos, o factor
de enriquecimiento (FE). Este valor corresponde a la diferencia entre el valor isotopico

de los tejidos de un organismo y su dieta. Para esto, se criaron cucarachas desde
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estadios ninfales, alimentandolas exclusivamente con pellet de pez, que permitid el
crecimiento y muda de las cucarachas, a diferencia de otros alimentos que fueron
probados. Luego de 3 mudas se procesaron las muestras y el pellet para obtener §'°N
de cada uno y calcular el enriquecimiento a traves de los niveles troficos AN =
515Nteﬁdo — 85 Nyjetq- Para concer la marca isotdpica de los productores primarios en
cada ecosistemas o marca isotopica de la base del nivel troéfico, se utilizaron las marcas
isotdpicas obtenidas el afio 2022 de plantas costeras de Pichidangui y de eucaliptus de

la Reserva Nacional Lago Pefiuelas (Schapheer, resultados no publicados).

Por otro lado, el grado de especializacion trofica de las poblaciones (Matorral costero,
plantacion de eucalipus y sector urbano), se estimé mediante la amplitud de nicho
isotopico utilizando el area de distribucion de los valores de 8§13C y §1°N. Para esto, se
utilizan los valores de la elipse estandar (SEA) y la elipse corregida para tamafios de
muestra pequefios (SEA.) (Jackson etal., 2011). Este ultimo, corresponde a una medida
promedio del nicho isotdpico de la poblacién. Por otro lado, se calcul6 la estimacion
Bayesiana de SEA (SEAg) para comparar los nichos isotopicos entre poblaciones. Para
esto se utilizaron 20.000 iteraciones, las cuales permitieron estimar la probabilidad de
que un area de nicho isotopico de una poblacion sea menor que otra. Para la estimacion
de SEA. y SEAp se utilizé SIBER (Stable Isotope Bayesian Ellipses) paquete
complementario de R (R development Core Team 2023). El contenido estomacal de
cada poblacion también fue estudiado con observaciones cualitativas, las muestras
disecadas del buche fueron montadas en un portaobjetos y tefiidas con azul de metileno

o lugol para ser observadas en microscopio 6ptico.
Fijacion y diseccion de cerebros

Para esta etapa, nos basamos en el protocolo descrito por Ott (2008), en el cual se fijan
los tejidos y diseca el cerebro bajo zinc formaldehido (ZnFA) (1%) y HEPES buffer
salino (HBS), en lugar de paraformaldehido (PFA 4%) y buffer fosfato salino (PBS)
(0.01M) respectivamente. Luego de ser sacrificados, las cabezas de los individuos
fueron sujetos en una placa con cera de abeja y parafina, bajo lupa y con la ayuda de

unas pinzas finas, se abri6 una ventana del exoesqueleto en la parte frontal de la cabeza,

15



bajo HBS. El tejido conectivo y la musculatura fueron retirados para exponer el cerebro,
luego estas cabezas fueron fijadas en tubos Eppendorf de 2ml con ZnFA 1% durante 20
h para la fijacion. Los lavados y la diseccion de los cerebros se llevaron a cabo bajo HBS
y posteriormente las muestras fueron deshidratadas y rehidratadas con
concentraciones crecientes (30 min en cada solucion) y luego decrecientes (10 minutos
en cada solucion) de etanol (30%, 50%, 70%, 90% y 100%). Luego de la rehidratacion
las muestras se incubaron en suero de caballo al 5% (NHS, por sus siglas en inglés) en
PBS tritéon (PBSt) al 0,2% por una hora para bloquear sitios no especificos. Al finalizar

la incubacién se lava tres veces con PBSt por 1 hora y 15 minuto
Inmunohistoquimica

El anticuerpo primario, anti-sinapsina 3C11 (anti-SYNORF1) obtenido de Hibridoma
Bank Iowa, se une a la proteina sinapsina propia de vesiculas pre sinapticas (Huttner,
1983) por lo que es ttil para el marcaje de neuropilas y ha sido utilizada exitosamente
en insectos no modelo (Ott, 2008; Groh and Réssler, 2011). Este, se diluyé en una
proporciéon de 1:50 en NHS al 5% en PBSt y se dej6 incubar por seis dias. Tras este
periodo, la muestra se lavo por una hora y cuarto, tres veces con PBSt (0,2%), y se
incubaron durante 3,5 dias con el anticuerpo secundario Invitrogen Alexa flior 488
goat-anti mouse IgG2b diluido en la proporciéon de 1:100 con 5% NHS en PBSt.
Finalmente se realizaron tres lavados en PBSt de 1,25 horas, se incubé en DAPI (1:5k)
durante 40 min y luego de tres lavados de una hora en PBSt, el tejido se deshidraté en
concentraciones crecientes de etanol en agua destilada, (30%, 50%, 70%, 90%, 95%,
100%x2) 30 minutos por cada solucidn y por ultimo para aclarar el tejido se conservd
en metil salicilato. Cada cerebro se monté completo en una placa portadora de objetos
metalica con un agujero en el centro, donde se deposito el cerebro embebido en metil

salicilato, y se cubrié por ambos lados con cubre objetos cuadrados.
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Microscopia y analisis de imagenes

Los cerebros fueron observados con el microscopio confocal Zeiss LSM 710 equipado
con laser HeNe de la unidad de microscopia avanzada del Departamento de Biologia de
la Universidad de Chile. Se obtuvieron pilas de imagenes correspondientes a los cortes
Opticos de la totalidad del cerebro, estas pilas o stack de imagenes se obtuvieron de
ventral a dorsal. Se utiliz6 un aumento de 1000X para visualizar el cerebro completo
con un espaciamiento entre los cortes opticos de entre 7 — 10 um y un aumento de
2000X para obtener mas detalle del 16bulo antenal con un espaciamiento de ~2um
hasta lograr un escaner completo de la estructura. La excitacion del anticuerpo
secundario con se realizo con laser HeNe a 543nm y la resolucién en el plano XY de

1024x1024 pixeles.

Posteriormente las imagenes fueron analizadas y procesadas con el software de
dominio publico FIJI. Con el plug-in “Segmentation editor” se delimita manualmente
cada estructura y se calcula su area plano a plano, ademas permite generar una
reconstruccion en 3D de cada una de ellas. El calculo del volumen de las distintas
estructuras se llevd a cabo mediante la técnica estereoldgica (Royet, 1991), con la

siguiente formula:

n
i=1

Donde V corresponde al volumen, d corresponde a la distancia entre dos secciones, n al
numero de apilamientos (stacks) o secciones a estudiar y A al area de cada plano. Por lo
tanto, el calculo se llevd a cabo sumando el area de cada imagen multiplicada por los
micrones de espaciamiento entre cada una. En el caso de los glomérulos, estos fueron
seleccionados y numerados de ventral a dorsal y numerados de manera creciente.
Estudios previos demuestran que los glomérulos tienen una identidad morfolégica y
posicional (Watanabe et al., 2010), por lo que en este trabajo los glomérulos se
identificaron por su forma y posicién relativa en el espacio y posteriormente

clasificados segiin su tamafo: pequefio (P): glomérulos menores a 1,5x 10* um3 ;
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mediano (M): glomérulos entre 1,5 x 104 um3 y menoresa 3,0 x 10* pm3; grande (G):
glomérulos entre 3,0 x 104 um3 y menores a 6,0x 10* um3 y extra grande (XG):

glomérulos mayores o iguales a 6,0 x 10* pm3.

Estadistica

Todos los calculos estadisticos y graficas son realizados en el software R studio (R
development Core Team 2023). Se realizaron pruebas de normalidad con el test
Shapiro Wilk. Para comparar los datos con distribuciones normales se utiliz6 un
Analisis de Varianza (ANOVA) y para los datos sin distribucién normal se aplican los
test no paramétricos: Kruskar-Wallis, el test Kormogorov-Smirnov para comparar la
distribucion de los datos y el test Kruskar-Wallis de dos vias para datos no
paramétricos: Scheirer Ray Hare, para analizar qué factores inciden en las diferencias
volumétricas de los glomérulos. El nivel de significancia se establecié en a=0,05 para

todas las pruebas estadisticas realizadas.

18



Resultados

Morfologia Externa

Se colect6 un total de 47 muestras en los tres ecosistemas descritos (Figura 2). De ellas,
se midieron tres parametros externos para comprobar diferencias anatomicas entre las
poblaciones estudiadas, largo del cuerpo, ancho cabeza y peso (Figura 3.D,E,G). Estas
cucarachas presentaron un largo de 16,3+0,3mm en promedio, con un valor maximo de
22,6 mm en cucarachas de la costa y un valor minimo de 12,7 mm para la cucaracha
Moluchia sp. de sector urbano, pesando en promedio 0,1744+0,008 mg. Tanto para el
largo del cuerpo como para el peso, no se encontraron diferencias entre las poblaciones
(ANOVA: largo F(344)=2,158, p: 0,128 y peso F(334)=1,565, p=0,224 ). Sin embargo, se
encontré que el ancho de la cabeza difiere entre los tres grupos de Moluchia sp.
estudiados, (ANOVA F, 43y= 6,251, p =0,004) en particular el grupo de Moluchia
brevipennis del matorral costero tiene un ancho de cabeza significativamente mayor
que el de las otras poblaciones (test tukey HSD: costa vs eucalipto p=0,03; costa vs
urbano:p<0,01) con un promedio de 2,9340,04 mm (Tabla 4)(Figura 3.E).
Curiosamente, al comparar el ancho de la cabeza estandarizado por largo del cuerpo,
no encontramos diferencias significativas entre las poblaciones (Kruskal Wallis:

H(2)=0,12; p=0,9)(Figura 3.F).
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Figura 3: Caracteristicas y mediciones morfolégicas de Moluchia spp. (A) Vista dorsal de
Moluchia brevipennis hembra, (C) vista ventral de Moluchia brevipennis. Las barras indican 5
mm. (B) Vista ventral anterior de M. brevipennis, con énfasis en su cabeza y apéndices cefdlicos,
la barra blanca indica 2 mm. (D) Grafico de cajas del peso de los individuos para las tres
poblaciones (E) Grafico de cajas del ancho de cabeza para las tres poblaciones, con diferencias
significativas para las cucarachas de la costa (ANOVA F; 43)= 6,251, p =0,004). (F) Grafico de
cajas del ancho de la cabeza normalizado por el largo del cuerpo, no hay diferencias
significativas entre las poblaciones (Kruskal Wallis H(2)=0,11; p >0,05). (G) Grafico de cajas del
largo de los individuos para las tres poblaciones en mm. n para cada medicion esta especificado
en la tabla 3.

Caracterizacion del nicho tréfico

Para caracterizar el nicho trofico de las poblaciones estudiadas, se estim6 su nivel

troéfico, la amplitud del nicho isotopico y su contenido estomacal.

Posicién troéfica

Para estudiar el nivel tréfico es importante considerar el factor de enriquecimiento

(FE), es decir el aumento den el valor de §°N %o entre la dieta y los tejidos. Para ello
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analizamos la marca isotépica de distintos tejidos de cucarachas alimentadas
exclusivamente con pellet de pez a lo largo de tres mudas hasta llegar al estadio adulto.
Estos tejidos fueron, exoesqueleto, musculatura y una mezcla de tejidos (cuerpo entero
eliminando la cabeza y el intestino). Obtuvimos un valor de §1°N de 6,77 %o para la
dieta (pellet de pez). Mientras que el exoesqueleto present6 una disminucién en §1°N
%o con un valor de 5,61%o, tanto la musculatura cdmo la mezcla de tejidos presentaron
un enriquecimiento en §1°N con valores de 7,09 %o y 7,37%0 respectivamente (Figura
4). Sin embargo, s6lo la mezcla de tejidos presenté ademas un enriquecimiento en 613C
%o de modo que se consider6 la marca isotdpica de este tejido para calcular el FE de

615N resultando en 0,6%o0 y de §13C resultando en 1,31%o.

8,0

7,5
[

M. brevipennis*

Musculatura
7,0

Pellet

B15N %

6,0

[ ]
5,5
Exoesqueleto

5,0 T T T T
-23,5 -23 -22,5 -22 -21,5 -21
6130 %e

Figura 4. Marcas isotdpicas a partir del experimento de dieta Unica. Puntos obtenidos del
andlisis de is6topos estables de distintos tejidos de cucarachas adultas alimentadas
exclusivamente con pellet de pez a lo largo de 2 o0 mas mudas. M. brevipennis* corresponde al
cuerpo del individuo con sistema digestivo, reproductivo y cabeza disecados.

Desafortunadamente, sélo pudimos obtener la marca isotépica de los productores
primarios de la costa y de la plantacién forestal (Tabla 1, obtenidos por Schapheer,
2022), de modo que sélo se estudio la posicion tréfica en cucarachas de la costa y

eucalipto.
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Tabla 1 Valores de 615N %o y 8§13C %o con su desviacion estandar (SD) para la base de la red
tréfica de dos poblaciones de Moluchia brevipennis.

815N %o ¢p 813C%o0 g¢p
PLANTAS COSTA (n=4) 5,84 1,38 -28,10 1,18
EUCALIPTU (n=1) -1,80 - -27,94 -

Utilizando el valor de FE de 61°N de 0,6%o0 se obtuvo que las cucarachas costeras
presentan un nivel trofico promedio de 3,9 £ 1,9 , mientras que las cucarachas de
plantaciones de eucaliptus obtuvieron un nivel promedio mucho mayor de 12,9 + 0,6.
Dado que los valores obtenidos se aleja de los reportados clasicamente, también se
considero el factor promedio de 3%o0 a modo de comparacién (DeNiro & Epstein, 1978,
1981). Con este valor de FE en 815N se obtiene que las cucarachas costeras presentan
una posicion de 1,6 + 0,4 en la cadena trofica, es decir se estarian a la base de la cadena,
mientras que las colectadas en plantaciones de eucalipto presentan un nivel tréfico

relativo de 3,4+ 0,1 (ANOVA: F(4 14y = 18,86, p<0,001)(Tabla 2).
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Tabla 2. Valores de posicion tréfica calculado para cada individuo de cada poblacién, con el factor
de enriquecimiento de 815N (FE) igual a 0,6%0 v 3%o0. Para ambos casos se obtuvieron diferencias
significativas entre ambas poblaciones (ANOVA: F(, 15y = 18,86, p<0,001).

Nivel Trofico

FE: 0,6 %o FE: 3 %o
M. brevipennis M. brevipennis M. brevipennis M. brevipennis
costa eucalipto costa eucalipto
-2,23 7,88 0,35 2,38
2,55 14,10 1,31 3,62
-1,50 13,21 0,50 3,44
2,11 13,66 1,22 3,53
1,65 13,57 1,13 3,51
-2,03 16,13 0,39 4,03
3,18 14,05 1,44 3,61
11,74 11,53 3,15 3,11
8,10 12,75 2,42 3,35
16,23 12,72 4,05 3,34
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Figura 5. Amplitud de nicho isotépico para tres poblaciones de Moluchia spp y su contenido
estomacal (A) Elipses estandar (SEAc) obtenido del analisis de isétopos estables de carbono y
nitrégeno de tres poblaciones de cucarachas nativas (M. brevipennis y Moluchia sp). Los tejidos
analizados fueron el cuerpo entero de los insectos con los sistemas digestivo, reproductivo y
cabezas disecados. Ademas, se muestra la marca isotopica de hojas de eucalipto (naranjo) y
plantas costeras (rosado) B) Contenido estomacal de cucarachas obtenidas del matorral
costero, tefiidas con azul de metileno (B1, B2, B3), las barras corresponden a 100um, y
contenido estomacal de cucaracha obtenida en plantacién forestal de eucaliptus tefiido con
lugol (B4).

Amplitud nicho isotdpico

Para estimar el grado de especializacion trofica a nivel de poblacidn, se estudio la
amplitud del nicho isotopico a través del area estandar de las elipses (SEA y SEAc), estos
resultados se presentan en la tabla 3 y muestran que las moluchias del matorral costero
presentan areas de mayor tamafio. Los analisis estadisticos de las elipses bayesianas

(SEAg) revelaron que existe una diferencia significativa en la amplitud de nicho
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isotépico entre las cucarachas del matorral costero en relacion a las otras dos
poblaciones (p =0) y que hay un 32% de probabilidad de que las moluchias de sector
urbano sean menores a aquellas provenientes de plantaciones forestales (p=32,37) por
lo que no se puede asumir diferencia ente ellas. Para este estudio no se determino el
porcentaje de superposicion entre elipses ya que las muestras pertenecen a

ecosistemas distintos.

Tabla 3. Comparacion entre poblaciones de las diferentes métricas de la amplitud de nicho isotopico
para Moluchia brevipennis y Moluchia sp. a partir de las proporciones de isotopos estables (5'3C y §'°N).
Se muestra el promedio = desviacion estandar (SD). Area de elipse estandar (SEA), area de elipse
estandar corregida por la muestra mas pequenia (SEAc) y area Bayesiana de elipse estandar (SEAB).

M. brevipennis M. brevipennis  Moluchia sp.

Costa Eucaliptu Urbano F @ P
ANOVA
015N %o + SD 7,63%3,7 537112 3,86+0,5 6,35 2,26 0,005
013C %o + SD -22,92+1,3 -23,97+0,7 -25,85+£1,2 16,75 2,26 <0,001
SEA %o 15,55 2,07 1,78
SEAc %o 17,50 2,33 2,03
SEAR 17,25 2,48 2,03

Contenido estomacal

Obtuvimos una enorme abundancia de polen en casi todas las muestras de cucarachas
pertenecientes al matorral costero, el que se destaca por ser trilobulado de 10 pm de
diametro. Ademas, se encontraron restos vegetales que se identificaron como pétalos
debido a la coloracién y densidad celular (Cavallini-Speisser, 2021), tejido vegetal que
podria pertenecer a tallos o raices debido a la organizacion de sus células y restos de
exoesqueleto. Por otro lado, en el sistema digestivo de cucarachas de plantaciones de
eucalipto encontramos una enorme abundancia de pequefios elementos minerales y

probables restos de exoesqueleto (Figura 5.B).
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Neuropilas

Las cucarachas presentan un cerebro bilobulado compuesto de tres divisiones
principales, protocerebro, deuterocerebro y tritocerebro (Figura 6.E). El protocerebro
se caracteriza por presentar dos hemisferios, aqui se encuentran varias neuropilas
entre ellas los cuerpos fungiformes (MB). Las moluchias presentan MB de dos calices
con su lébulos medial y ventral prominentes y laminados (Figura 6.A-C), similar a lo
descrito para P. americana (Strausfeld, 2009; Farris and Strausfeld, 2001; Farris, 2003).
El volumen del protocerebro en todas las poblaciones muestra una distribuciéon normal
(Shapiro-Wilk: W=0,9; p = 0,07) sin diferencias significativas entre ellas (ANOVA
F2,10)= 1,807, p: 0,21, Figura 6.D), con un promedio de 1,16x108 um3. Sin embargo, no
se encontraron diferencias estructurales importantes entre los cerebros de las distintas

especies.

Lébulo Antenal

En la zona postero ventral del cerebro se ubica el deutero cerebro donde se encuentra
el 16bulo antenal en ambos hemisferios (Figura 6). Esta neuropila se compone de
glomérulos agrupados en racimos, formando en su conjunto una neuropila de forma
ovalada, como se muestra en la las imagenes de microscopia confocal (Figura 6.A1, A4)
y en la reconstruccion de esta estructura (Figura 7.A). En cuanto al volumen de esta
neuropila se encontr6 que las poblaciones no mostraron una distribuciéon normal

(Shapiro Wilk: W=0,87;p = 0,04) y no presentaron diferencias significativas entre si
(Kruskal Wallis H(2)=1,6; p=0,45) con un volumen promedio de 5,8x10° um? (Figura

7.B). Al analizar el volumen del LA normalizado por el volumen del protocerebro

tampoco se obtienen diferencias significativas entre las poblaciones (Kruskal Wallis
H(2)=2,2; p=0,33), por lo tanto, no hay una sobrerrepresentacion particular de esta

neuropila con respecto al resto del cerebro en ninguna de las cucarachas estudiadas,
aunque si vemos que las cucarachas de la costa tienden a tener un mayor volumen que

el resto de las poblaciones (Figura 7.C).
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Figura 6. Inmunohistoquimica de cerebro entero de tres poblaciones de Moluchia spp. Serie de
cortes Opticos de ventral a dorsal del cerebro de (A) M. brevipennis capturada en matorral
costero, (B) Moluchia brevipennis capturada en plantacion de eucaliptus, (C) Moluchia sp.
colectada en sector urbano. A4, B4 y C4 muestran la proyeccién Z de la maxima intensidad,
permitiendo visualizar el cerebro en su totalidad. Abreviaturas: LA: 16bulo antenal, CA: calices
del cuerpo fungiforme, M y V: Lobulo medial y ventral del cuerpo fungiforme, Ped: pediinculo
del cuerpo fungiforme, CC: complejo central, Gs: Ganglio subesofagico, LO: 16bulo 6ptico, Pr:
protocerebro (sin LO). (D) Comparaciéon del volumen del protocerebro entre las distintas
poblaciones, sin diferencias significativas entre ellas (ANOVA F; 10y= 1,807, p: 0,21) (E)

Reconstrucciéon en 3D del cerebro de M. brevipennis dividido en tres macro regiones,
protocerebro (celeste), deutero cerebro (lila), tritocerebro (morado), en una vista ventral (E1),
lateral (E2) y dorsal (E3).
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Figura 7. Reconstruccion de l6bulo antenal y comparacidn volumétrica entre tres poblaciones
de Moluchia spp (A) Reconstruccién en 3D del l6bulo antenal, en vista ventral (A1), dorsal (A2),
lateral (A3) y anterior (A4). Cada color corresponde al volumen de un glomérulo y la barra a
50 um. (B) Comparacion volumétrica del l16bulo antenal entre poblaciones sin diferencias entre
ellas (Kruskal Wallis H(2)=1,6; p=0,45). y (C) comparacién volumétrica del 16bulo antenal
normalizado por el volumen del protocerebro entre poblaciones, sin diferencias significativas
(Kruskal Wallis H(2)=2,2; p=0,33).

Glomeérulos
Los glomérulos fueron identificados y nombrados con un nimero de menor a mayor
segln su orden de aparicion de ventral a dorsal (Figura 8). Ademas fueron clasificados

segun su tamafio, 0 < pequefio (P) < 1,5x 10* pm3 < mediano (M) < 3,0 x 10* um3 <

grande (G) < 6,0x 10* um? < extra grande (XG).
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Figura 8. Inmunohistoquimica del 16bulo antenal de tres poblaciones de Moluchia spp. Cortes
opticos del 16bulo antenal presentados de ventral a dorsal (profundidad de corte dptico
indicado en esquina izquierda de cada fotografia) de (A) M. brevipennis capturada en matorral
costero, (B) M. brevipennis capturada en plantacién de eucaliptus, (C) Moluchia sp. colectada en
sector urbano. Los glomérulos fueron identificados con niimeros crecientes de ventral a dorsal.
La barra indica 200um.

En la zona ventral los glomérulos se encuentran mas apilados, son de forma esférica y
tamafio P y M en mas de un 80%, mientras que en la zona dorsal los glomérulos son de
tamafio L y XL, presentan formas diversas y se ubican ordenadamente al borde de la
neuropila dejando algunos glomérulos en el centro con espacio entre ellos (Figura 8. A2
y B2). En la zona dorso-posterior al deuterocerebro, se ubica el tritocerebro donde

hayamos de manera muy conspicua el ganglio sub-oesofagico (Gs de la Figura 6.B2).
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Este estd compuesto de cuatro glomérulos de tamafios pequefios ubicados hacia medial
con un diametro de entre 28 y 41 pm y con un cimulo de glomérulos muy pequenos
de maximo 9 pm de diametro agrupados en racimos muy condensados ubicados en la

parte lateral del ganglio.

Para los analisis y comparaciones volumétricas de los glomérulos, contamos y medimos
los glomérulos de tres individuos por poblacidn. En las tres poblaciones estudiadas, no

se hallaron diferencias significativas en el numero de glomérulos (ANOVA: F(;¢) =

0,47 p = 0,64) con un promedio de 96+ 0,7 (minimo de 93 y un maximo de 101). Para
los especimenes del matorral costero hallamos un volumen promedio de 4,4x 10* pm3.
Para las cucarachas de plantacion de eucalipto un volumen promedio de 3,4 x 10* um3 .
Finalmente, para las cucarachas de Moluchia sp. del sector urbano su volumen

promedio fue de 3,6 x 10* um3 (Tabla 4).

Tabla 4. Cuadro resumen con el nimero de muestras (n), medidas promedio y desviacién
estdndar (SD) de cada rasgo morfolégico, volumen de neuropilas y numero de glomérulos para
cada poblacién.

Moluchia brevipennis costa Moluchia brevipennis eucaliptu Moluchia sp.

n Promedio SD n Promedio SD n Promedio SD
Ancho cabeza (mm) 22 2,936 0,24 15 2,739 0,26 10 2,658 0,25
Largo cuerpo (mm) 22 17,276 1,94 15 15,889 3,10 10 15,717 2,15
Peso (g) 12 0,193 0,04 10 0,155 0,06 10 0,176 0,05
Vol protocerebro (um3) 4 1,115x108 1,96x107 5 1,082x108 9,487x10° 4 1,303x10% 2,452 x107
Vol LA (um3) 4 6,328x10° 7,12x10° 5  5,430x10° 1,373x10° 4 5818x10° 1,738,Ex10°
LA/Proto *100 4 5,852 1,56 5 4,968 0,91 4 4,565 0,72

3 95,6 1,25 3 96,6 1,53 3 96,3 4,16

N2 glomérulos
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Para realizar las comparaciones de volumen glomerular entre las poblaciones,
consideramos siempre el volumen de los glomérulos normalizado por el volumen de su
protocerebro (sin considerar el I6bulo 6ptico)(Figura 6.B4). Ningun individuo present6
una distribuciéon normal en el volumen de sus glomérulos (Shapiro Wilk <0,05) por lo
tanto, se utiliz6 una prueba de Kruskal-Wallis de dos vias: test de Scheirer Ray Hare
para comparar diferencias de tamafio glomerular entre individuos y entre poblaciones.
Posteriormente, se utilizé el test Kolmogorov-smirnov para comparar la distribucion
de volumen glomérular entre las poblaciones y por otro lado, utilizamos el test Chi

cuadrado para comparar la cantidad de glomérulos de distintos tamafios entre las

poblaciones.
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Figura 9. Comparacion volumétrica de glomérulos entre individuos de Moluchia spp. de tres
poblaciones Grafico de cajas del volumen glomerular normalizado para cada individuo. Cada
caja en el grafico corresponde a los glomérulos de un individuo cuyo sexo esta indicado en el
eje x. Los colores representan la poblacidn a la que pertenece cada Moluchia sp. Las letras en la
parte superior de cada caja corresponden a los resultados del test de Dunn, (test post hoc de
Kruskal-Wallis) grupos con letras distintas indican diferencias significativas entre si (p<0,05).

Con los datos disponibles (3 individuos por poblacién) hallamos que, a pesar de que
existen diferencias entre los individuos, no podemos asumir diferencias en el volumen
glomerular entre las tres poblaciones. (Scheirer Ray Hare: Individuos H(6)=55,

p<0,001; Poblaciéon H(845)= 759, p=0,98; Interaccién H(845)= 759, p=0,98). De manera
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Frecuencia

interesante, las cucarachas del sector urbano son las que presentaron menor

variabilidad (Figura 9).

Por otro lado, al graficar la distribucion volumétrica de los glomérulos en histogramas
de frecuencias, se observa una mayor heterogeneidad para los glomérulos de M.
brevipennis de la costa, en relacion a las cucarachas de plantaciones de eucalipto y de
sector urbano, que presentan una mayor homogeneidad en los volumenes (Figura 10).
Se encontraron diferencias significativas en la distribucion de los volimenes entre la
poblacién del matorral costero y plantacion de eucalipto (Kolmogorov-Smirnov:
D=0,17, p<0,001) y entre matorral costero y sector urbano (Kolmogorov-Smirnov:
D=0,22, p<0,001). Pero las poblaciones de plantacion de eucalipto y sector urbano no

presentaron diferencias entre si (Kolmogorov-Smirnov: D=0,1, p=0,09) (Figura 10).
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Volumen glomerular normalizado Volumen glomerular normalizado Volumen glomerular normalizado

Figura 10. Distribucion volumétrica de glomérulos en tres poblaciones de Moluchia spp. En
cada histograma se grafican los volimenes de glomérulos de tres cucarachas. El eje x indica el
volumen normalizado por el protocerebro en intervalos de 5 unidades y el eje y indica la
frecuencia o cantidad de glomérulos de cada intervalo. (A) Matorral costero en rojo, (B)
Plantacién forestal de eucalipto en verde y (C) Moluchia sp. de sector urbano en azul. Se hallan
diferencias significativas entre la poblacién costera y las otras poblaciones (Kolmogorov
Smirnov: costa-eucalipto D=0,17 p=0,0004, costa-urbano D=0,22 p=2,3e-6, urbano-eucalipto D=0,1
p=0,09).
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Como fue mencionado mas arriba, los glomérulos se clasificaron en cuatro tamaifios,
pequefio (P), mediano (M), grande (G) y extra grande (XG). Al graficar el porcentaje de
glomérulos de cada tamafio por individuo (Figura 11), se observa que los individuos del
sector urbano son los que presentan una mayor homogeneidad entre si, es decir no hay
diferencias en la cantidad de glomérulos de cada tamafio entre los individuos (prueba
de Chi-cuadrado: X(26'N=289)=4,8; p=0,5 ). Lo contrario se encuentra en las poblaciones
de plantacién de eucalipto y costa donde se encontraron diferencias en la cantidad de
glomérulos de cada tamafio entre los individuos (prueba de Chi cuadrado
costa: X, y-283)=15,98 p=0,01; prueba de Chi cuadrado eucalipto: X(ZG’ N=200)=49,1
p<0,01). Para estas dos poblaciones, los machos parecen tender a presentar una mayor

proporcién de glomérulos XG en relacion a las hembras.
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Figura 11. Cantidad de relativa de glomérulos de distintos tamafios (P, M, G y XG) expresada
como porcentaje, para cada individuo de cada poblacién. El sexo de cada individuo se indica en
la parte superior de cada barra.
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Ahora al comparar la proporcién de glomérulos de los distintos tamafios entre las
poblaciones, (Figura 12) se observa que el 21% de los glomérulos de las cucarachas
costeras son de tamafio XG mientras que las otras poblaciones menos de un 13% de los
glomérulos son de este tamafio. Por otro lado, el 7,8% de los glomérulos de cucarachas
costeras son de tamafio P, mientras que en plantaciones de eucalipto un 18% son Py
en sectores urbanos un 11%. Observamos que hay diferencias significativas en la
proporcién de glomérulos entre las tres poblaciones (Prueba de Chi-cuadrado
X(ZG_ N=862)=3424, p<0,01), con una mayor proporcion de glomerulos XG en las

cucarachas de matorral costero y una menor proporcion de glomérulos pequefios.

100%
S 12,5%
80% 21,4%
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40%
20%
0% 7,8% 18,2% 11,4%
0o
M. brevipennis M. brevipennis Moluchia sp.
Matorral Costero Plantacién Eucalipto Sector Urbano
n=3 n=3 n=3

mrP B MG XG

Figura 12. Cantidad de relativa de glomérulos de distintos tamafios (P, M, G y XG) expresada
como porcentaje, para cada poblacién. Prueba de Chi-cuadrado (Xé' N=862)=34,24, p<0,01 )
indica diferencias significativas entre las poblaciones.
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Por otro lado, fue posible identificar por su forma y posicion a 13 glomérulos del LA en
todas las cucarachas del matorral costero y de plantaciones de eucalipto. En Moluchia
sp. (sector urbano) no fue posible identificar estos glomérulos en todos los individuos,
por lo tanto, no fueron considerados en esta comparacion. Estos glomérulos se
encuentran en la zona mas dorsal del LA y se caracterizan por ser de gran tamaiio (M,
G y XG), por su posicion relativa y por sus formas conspicuas. Comparamos el volumen
de estos glomérulos entre ambas poblaciones, para ello promediamos el volumen de
cada glomérulo con los de su misma poblacién (Figura 13) y realizamos la prueba de
dos vias no paramétrica Scheirer Ray Hare para evaluar diferencias entre poblaciones
y entre glomérulos de distintas identidades. Hallamos que hay diferencias entre los
glomérulos estudiados y que para esta muestra existe una diferencia significativa entre
ambas poblaciones (Scheirer Ray Hare: id Glomerular H(12)=44, p<0,001; Poblacion
H(1)= 3,7, p=0,05; Interaccién H(12)= 2,8, p=0,99). Ademas, para esta muestra, se
hallaron diferencias en la cantidad de glomerulos M y XG entre ambas poblaciones

ueba de 1-Cuadrado. — =9,4/, p=VL, , slendo la poblacion costera la que
Pueba de Chi-cuadrado: X2 y—y¢=9,27, p=0,009), siendo la poblacié laq

presentd menos glomérulos M y mas glomérulos XG.
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Figura 13. Comparaciéon volumétrica entre glomérulos especificos de dos poblaciones.
Matorral costero y plantacién de eucaliptos. Cada barra representa el promedio de 3
glomérulos. Las letras en la parte superior de cada par de barra corresponden a los resultados
del test de Dunn, (test post hoc de Kruskal-Wallis) glomérulos con letras distintas indican
diferencias significativas entre si (p<0,05). Se indica el error estdndar en la parte superior de
cada barra.
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Dimorfismo sexual.

En las cucarachas macho fue posible identificar un glomérulo notablemente mas
engrosado que en hembras, este dimorfismo entre machos y hembras sugieren una
relacidon de esta estructura con la percepcion de feromonas. Este macroglomérulo se
ubica en la zona dorso-lateral del LA (Figura 8. A4) cerca de la zona por donde ingresa
el nervio antenal a la neuropila (Figura 1). En machos este glomérulo alcanza un
volumen promedio de1,97 x10° pm3, mientras que en hembras alcanza un promedio

de de 3,63x10* um3, es decir, el macho desarrolla un glomérulo cinco veces mayor que

el de las hembras (Figura 14).

C  Volumen macroglomérulo

F=36.321, Gum?

w=197_201, Bum?

Macho Hembra

Figura 14. Macroglomérulo de Moluchia spp. se muestra la diferencia en forma y tamafio del
macroglomérulo hallado en macho (A) y hembra (B) la barra corresponde a 50pum en ambos
casos. Siendo el del macho significativamente mayor a de las hembras (C).
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Discusion

En este trabajo se investigaron los efectos de distintos grados de intervencion antrépica
sobre la ecologia tréfica de Moluchia spp. y la neuroanatomia de los centros olfativos de
primer orden de estas cucarachas. Los datos obtenidos del andlisis de is6topos estables
y de contenido estomacal fueron correlacionados con el nimero y volumen de
glomérulos del 16bulo antenal (LA). Se encontr6 que las cucarachas costeras presentan
el nicho isotopico mas amplio de las poblaciones estudiadas lo cual se correlaciona con

una mayor proporcion de glomérulos XL en su LA.

Nicho trofico

El nicho tréfico se estimé mediante el analisis de is6topos estables y la
descripcion de su contenido estomacal. El andlisis de los is6topos estables §15N y §13C
permitié estudiar y comparar los niveles tréficos de M. brevipennis de la costa y de
plantaciones de eucalipto y la amplitud de nicho isotopico de las tres poblaciones.
Ademas, describimos algunos elementos del contenido estomacal de las cucarachas de

costa y eucalipto.

Andlisis de isétopos estables

Las marcas isotdpicas de 815N y §13C del tejido de las cucarachas, son un reflejo de las
marcas isotopicas de los nutrientes que consumen (Hobson, 1992). Por lo tanto, su
analisis nos permitio estudiar la variabilidad de elementos consumidos dentro de una
poblacién y entre poblaciones. Por un lado, el andlisis de las marcas de §3C  nos
permite diferenciar entre uso de recursos terrestres y marinos (Sabat & Martinez del
Rio, 2002). Mientras que los recursos terrestres generalmente estan empobrecidos
en!3C (i.e, valores mas negativos) con valores promedios de -25%o, el uso de recursos
marinos presenta valores promedios de §13C de -17%o (Chisholm and Nelson, 1982).

En este caso, todos los individuos estudiados presentaron marcas isotépicas de 613C
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con valores entre —28,7%0 y —21,7%o, indicando que su alimentacion se basa en
recursos terrestres. En otros estudios se ha descrito que la actividad de los
invertebrados omnivoros en sectores costeros es fundamental para el ciclaje de
elementos organicos de origen acuatico y su incorporacion al suelo (Korobushkin,
2016), este no seria el caso de Moluchia brevipennis, que a pesar de su habito costero
basa su dieta exclusivamente en recursos terrestres. Por otro lado, la marca de §3C
nos permite hacer inferencias sobre el metabolismo de las plantas que conforman la
base de su red trofica, C;, C, o CAM. Mientras que los individuos de plantaciones de
eucaliptus y sector urbano presentan marcas que sugieren una base conformada
Unicamente por plantas de metabolismo C; (valores entre —34%o y

—22,5%0 (Mateo et al, 2004)), las marcas isotopicas de las cucarachas costeras
sugieren que la base de su red trofica esta conformada por plantas con metabolismo C;
y CAM ( valores entre —21%o0 y —18,5%o0), es decir la mayoria de los pastos y
angiospermas, como las Bromeliaceas (Rundel, 1998; Chikaraishi et al ,2004), donde se

ha registrado la visita de Moluchia brevipennis (Schapheer et al., 2017).

Paralelamente, los valores de 8'°N nos informan sobre la posicion tréfica de los
insectos dentro de una red. Se utilizaron dos valores de enriquecimiento tréfico en
81°N: 3% utilizado como promedio en la literatura (DeNiro & Epstein, 1978, 1981)
y 0,6 %o obtenido a partir del experimento de dieta Unica en base a pellet de pez. Es
importante destacar que para calcular el FE= 0,6 %0 se consideré la mezcla de tejidos
por ser la inica que mostré un enriquecimiento tanto en §'°N como en §*3C (Figura
4). Esto se podria deber a que la mezcla de tejidos ademas de contener exoesqueleto y
musculatura, cuenta con tejido graso, tejido conectivo y parte del sistema nervioso.
Resulta interesante, que uno de los simbiontes intracelulares de M. brevipennis:
Blattabacterium (Schapheer, resultados no publicados), se aloja en los cuerpos grasos
de estas cucarachas y permite la asimilacién y reciclaje de nitrégeno (Sabree, 2009),

sugiriendo que este tejido es un buen indicador del enriquecimiento en §*°N.

Para ambos analisis (con FE: 3%0 y 0,6%o0) se obtuvo que las cucarachas del matorral

costero presentan posiciones troficas mas variadas y en promedio mas bajas que las
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cucarachas de plantaciones forestales de eucalipto (Tabla 2). Por un lado, con el factor
de enriquecimiento promedio usado en literatura: 3%o, obtuvimos que las cucarachas
costeras presentan una posicion tréfica promedio de 1,6 que se relaciona al consumo
de material vegetal (Potapov et al, 2019) con una desviacion estandar de 1,2 y que las
cucarachas de plantaciones de eucalipto se encuentran en posiciones troficas de 3,4,
asociado al consumo de materia organica en descomposicion o consumo de
microorganismos (Potapov et al, 2019), con una desviacion estandar de 0,4 (Tabla
2). Por otro lado, con el factor de enriquecimiento 0,6%o0 obtuvimos que las
cucarachas costeras presentan posiciones troficas variadas que van de -2,2 al 16,2. En
cambio, las cucarachas de plantaciones forestales mostraron posiciones por sobre el
décimo eslabon de la red troéfica para la mayoria de los individuos (Tabla 2). Estos
valores se encuentran muy por sobre lo esperado, ya que se han reportado posiciones
troficas de maximo 2,7 para Blatodeos (Schmidt, 2020) y de 2,5 para anélidos
endogéicos que se alimentan principalmente de microorganismos y materia organica
en descomposicion del suelo (Potopov, etal. 2019). A pesar de la enorme desviacion en
los datos, estos resultados sugieren que las cucarachas pertenecientes al matorral
costero estarian consumiendo elementos tanto cercanos a la base de la red trofica (e.g
material vegetal fresco), como elementos organicos en descomposicidon, mientras que
las cucarachas de plantaciones forestales con posiciones troficas mas altas y menos
variadas, estarian consumiendo principalmente elementos organicos en
descomposiciéon. Estos resultados son congruentes con el contenido estomacal
encontrado y descrito en las distintas poblaciones, mientras en las cucarachas costeras
hallamos material vegetal como polen y pétalos, en las poblaciones de plantaciones
forestales encontramos una elevada cantidad de material mineral y desechos organicos

como restos de exoesqueleto (Figura 5.B).

Por lo tanto, el cambio de uso de suelo de ecosistemas nativos a plantaciones forestales,
estaria modificando tanto las interacciones tréficas como los recursos basales
utilizados por estos insectos. Se han descrito resultados similares en cucarachas nativas
de las selvas tropicales de indonesia. Cuando su ecosistema es intervenido con

plantaciones forestales de palma, pasan de pertenecer a posiciones troficas bajas
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asociadas al consumo de plantas, a posiciones mas elevadas asociadas al consumo de

microorganismos (Schmidt, 2020).

Amplitud nicho isotdpico

Mediante el area estandar de las elipses (SEAcy SEA) y el analisis de elipses bayesianas
(SEAR), obtuvimos informacion sobre la amplitud del nicho isotépico de cada poblacién
y la comparacidn estadistica entre ellas. Encontramos que el nicho isotépico de las
cucarachas costeras resulté ser mayor que el de las otras poblaciones (Figura 11A,
Tabla 3). Ademas el nicho isotopico de la poblaciones de la plantacion de eucalipto y la

poblacién del sector urbano presentaron un tamafio de nicho isotopico similar entre si.

Resulta interesante que todas las cucarachas colectadas en plantaciones
forestales presentaron marcas isotdpicas muy cercanas a pesar de ser obtenidas de
sectores alejados geograficamente entre si (Figura 2). Esto nos permite asumir que los
ambientes estudiados presentarian una oferta isotopica similar, y por lo tanto podemos
compararlos e inferir que las variaciones en la realizacion isotdpica de cada poblacidn,
son un reflejo del grado de especializacion troéfica. Estos resultados sugieren que, a nivel
poblacional, las cucarachas de plantaciones de eucalipto y sector urbano presentan un
mayor grado de especializacion trofica que los individuos de la poblacion costera. De
manera que, en ecosistemas con una alta riqueza y diversidad de especies nativas, las
cucarachas son capaces de consumir elementos variados mientras que en ecosistemas
degradados con mayor intervencion antrdpica, las cucarachas reducen la diversidad de
elementos que consumen. Por lo tanto, las cucarachas del género Moluchia spp. pueden
ajustar sus estrategias de forrajeo en funcién del grado de intervencion en los

ecosistemas en los que se encuentran.

En sintesis, de los resultados se puede inferir que las cucarachas presentes en
plantaciones de eucalipto tienen una dieta que consistiria en detritos, diversos tipos de
tejidos organicos en descomposicion y microorganismos, mientras que las cucarachas
costeras se alimentarian de una diversidad mas grande de elementos incluyendo

material vegetal fresco.
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Neuroanatomia

Este estudio se compar6 por primera vez las caracteristicas estructurales del 16bulo
antenal en insectos del mismo género pero que habitan en nichos troéficos

contrastantes.

Comparacion de morfologia externa y neuropilas

No se observaron diferencias en la morfologia externa de las cucarachas de las distintas
poblaciones (Figura 3), ni se encontraron diferencias significativas en el volumen del
protocerebro entre las poblaciones (Figura 6, Tabla 4). En ese sentido, pareciera que
la oferta dietaria y los paisajes olfativos de los distintos ecosistemas no tendrian una
incidencia significativa sobre el tamafio de estas estructuras. En particular, no se
encontré una sobrerrepresentacion del LA en el protocerebro en ninguna de las
poblaciones estudiadas. No obstante, si se hallaron diferencias en el volumen

glomérular entre poblaciones.

Identificacién de glomérulos

En base a su morfologia, posicién y tamafio la identificacion los glomérulos de la zona
dorsal 94 y 91 (Figura 6) sirvi6 como guia para la identificacion del resto de los
glomérulos. Utilizando estos marcadores anatémicos fue posible identificar 13
glomérulos en individuos de las poblaciones costeras y de plantacion forestal. Es decir,
la forma y posicion de los estos glomérulos es conservada entre los distintos individuos
estudiados. Esto sugiere un arreglo posicional que podria tener relevancia tanto en la
transduccion sensorial del estimulo olfativo, como en la representacién odotdpica del
l6bulo antenal en los cuerpos fungiformes y el cuerno lateral, tal como ocurre en otros
insectos (Lopez-Riquelme, 2014; Paoli, 2020; Nishino, 2023). También sugiere un modo
de desarrollo conservado, donde la conexion entre neuronas olfativas y neuronas de
proyeccién ocurre en posiciones neuroanatomicas especificas a pesar del medio en el

cual estas cucarachas nacieron y se criaron.
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De manera interesante, al comparar la forma y posicién de los glomérulos con los
reportados para Periplaneta americana (Blattidae), encontramos coincidencias en al
menos cinco glomérulos ubicados en la zona ventral, que por su tamafio, forma y
posicion resultan faciles de identificar. Estos glomérulos corresponden a: 94=]11 en -
P. americana (XL), 90=110(L), 95=I109(L), 96=114 (L) y 88=I15 (XL) (Watanabe et al,,
2010). De estas estructuras, el J11 (94 en nuestro estudio) es el Unico caracterizado
como termo e hidrosensible en la cucaracha cosmopolita P. americana, los demas
glomérulos son inervados por Neuronas Sensoriales Olfatorias (OSN). Ademas, en P.
americana se ha descrito que las neuronas mecano y quimiosensoriales de contacto
inervan el ganglio suboesofagico (Gs) ubicado en la parte dorso posterior del LA
(Nishino et al. 2005), estructura que también esta presente en Moluchia brevipennis
(Figura 6.B2). Porlo que a pesar de que la cantidad total de glomérulos no sea la misma
(96 en promedio para Moluchia sp., 205 para P. americana (Watanabe et al, 2010)),
todas estas coincidencias sugieren que M. brevipennis podrian tener glomérulos
homodlogos a los de P. americana y que presentarian similitudes anatémicas en su

agrupamiento (clustering) y en la ramificacion del nervio antenal.

Numero de glomérulos

El nimero de los glomérulos no fue significativamente diferente entre las tres
poblaciones, en promedio contamos 94,6 + 0,6 unidades en las cucarachas costeras,
96,6 = 0,8 en las cucarachas de plantaciones forestales y 96,3 + 2,4 en las de sector
urbano. Este resultado se podria deber a un error de conteo asociado al grosor de los
cortes Opticos, entre mayor sea éste, resulta mas dificil discriminar el limite entre un
glomérulo y otro. En relacion a esto, se ha reportado que la técnica de trazado neuronal
en la antena puede resultar mas eficientes y precisas para el conteo de los glomérulos
(Watanabe, 2010;). A pesar de las consideraciones técnicas, los resultado obtenidos
muestran nimero de glomérulos similares entre cucarachas criadas en distintos
ecosistemas, sugiriendo que todas cuentan con la misma cantidad de familias

receptoras de odorantes.
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Contrariamente a lo reportado en mamiferos donde cada receptor es sensible a
un grupo mas amplio de volatiles, experimentos de registro en sensila inica en distintos
ordenes de insectos, sugieren un alto grado de especificidad de los receptores a
moléculas volatiles especificas, es decir, cada OSN responde a unas pocas moléculas
estructuralmente similares entre si (Wibe et al., 1997; Kristoffersen et al., 2008;
Ghaninia et al., 2008). Y de manera interesante, aquellos volatiles asociados a estimulos
ecologicos importantes para el insecto presentan las mayores afinidades de unién a su
receptor. Por ejemplo, los mosquitos africanos de la malaria Anopheles gambiae
(Diptera: culicidae) presenta un receptor: “AgOr2” que desencadena un potencial de
accion unicamente al unir indol, un componente importante del sudor humano (Carey
et al, 2010). Por lo tanto estos estudios sugieren que en insectos la cantidad de
glomérulos guarda una correlacién con la cantidad de moléculas volatiles a las cuales

son sensibles.

En insectos el nimero de glomérulos es muy variable (Galizia, 1999; Kollman,
2016). Por un lado tenemos grupos con un numero reducido de glomérulos, como las
moscas del género Drosophila sp. (Diptera: Tephritidae) que cuentan con un total de 52
(Grabe, 2016), mientras que en himendpteros existen hormigas (Hymenoptera:
Formicidae) con grandes cantidades de glomérulos como Camponotus ocreatus con 380
(Lopez-Riquelme, 2014) o incluso 630 en la especie Apterostigma cf. mayri (Kelber,
2009). Curiosamente, dentro de una misma especie también se han encontrado
diferencias asociadas a distintos modos de vida. Las hormigas trabajadoras de la tribu
Attini son de distintos tamafios, las hormigas pequefias presentan 50 glomérulos menos
que las hormigas trabajadoras de tamafio grande, esta diferencia se asocia a
especificidad de tareas dentro de la colonia (Kelber, 2009). De manera interesante,
dentro del orden Blattodea también se han encontrado grandes diferencias, por un lado,
cucarachas de habitos silvestres como Blaberus craniifer cuenta con 106 glomérulos
(Rospars and Chambille, 1986) y Diploptera punctata, con 99 (Chiang, 2001). Mientras
que la cucaracha caracterizada por ser plaga mundial: Periplaneta americana cuenta
con 205 glomérulos (Watanabe, 2010), mas del doble de lo hallado para Moluchia spp.

Esta marcada diferencia entre Moluchia spp.y P. americana, sugiere que las cucarachas

43



endémicas presentan una menor cantidad de tipos de receptores olfativos en sus

antenas y, por lo tanto, una sensibilidad a una menor gama de estimulos olfativos.

Volumen glomerular

En cuanto al volumen de los glomérulos, se hallaron diferencias intrapoblacionales
significativas, sobre todo al interior de las poblaciones de la costa y de plantaciones de
eucalipto (Figura 9 y 11). Sin embargo, no encontramos diferencias estadisticas entre

las poblaciones.

No obstante, al estudiar la distribucion de tamafios glomerulares a nivel poblacional, si
se hallaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 10). Por un lado, las
cucarachas de plantaciones forestales y sectores urbanos mostraron una distribucion
acumulada hacia la izquierda con valores que corresponderian principalmente a
glomérulos de tamafio P, M y G. Las cucarachas costeras, en cambio mostraron una
distribucion mas heterogénea, presentando glomérulos de mayor volumen. Esto se ve
con mayor claridad en la Figura 12 donde se aprecia que las cucarachas costeras tienen
con un porcentaje significativamente mayor de glomérulos XG en comparacion a las
otras poblaciones. Adicionalmente se compararon los voliumenes de los trece
glomérulos identificados en las poblaciones costeras y forestales. Para estos
glomérulos, se hallaron diferencias significativas entre las poblaciones (Figura 13)
siendo la poblacion costera la que presentd glomérulos de mayor tamafo y con una

mayor proporciéon de glomérulos XG.

El volumen de los glomérulos esta principalmente determinado por la cantidad de OSN
que los inervan (Nishino et al, 2011; Nishino et al, 2018; Nishino, 2023). Por lo tanto,
glomérulos de mayor tamafio, son inervados por una mayor cantidad de OSN,
sugiriendo una mayor sensibilidad a determinados volatiles (Paoli, et al. 2020). El
mayor volumen en los glomérulos de las cucarachas de la costa podria estar
correlacionado a su estilo de vida. Las cucarachas costeras visitan diversas plantas
nativas tanto para su alimentaciéon como para su refugio, el engrosamiento particular

en una proporcion de glomérulos podria asociarse a la deteccidn de volatiles emitidos
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por sus plantas hospederas como ocurre en otros casos (Burguer, 2013). En ese sentido,
una menor proporcion de glomérulos XG en las cucarachas de ecosistemas
intervenidos, sugiere especificidad hacia una menor cantidad de familias odorantes, lo
que se podria asociar con el empobrecimiento de biodiversidad presente en estos
ecosistemas. Sin embargo, se requeriria al menos de experimentos de registro la antena
(electroantenograma) presentando los volatiles de los diferentes ambientes a las tres
poblaciones de cucarachas para determinar la relaciéon entre tamafio glomerular y

sensibilidad a odorantes.

Por otro lado, es interesante destacar que las cucarachas del sector urbano son las que
presentan una menor variabilidad en la distribucion de tamafios (Figura 9 y 11), sin
diferencias aparentes entre machos y hembras. En cambio, las cucarachas de la especie
Moluchia brevipennis pertenecientes a los ecosistemas de matorral costero y plantacion
forestal presentan una gran variabilidad intrapoblacional (Figura 9 y 11) sugiriendo
una mayor plasticidad durante su desarrollo (Westwick y Rittchof, 2012), resultando

en individuos adultos con neuropilas sensoriales mas variadas.

Macroglomérulo

En las cucarachas macho del género Moluchia se identific6 un glomérulo ubicado en la
zona dorso lateral cercano a la entrada del nervio antenal que tiene cinco veces el
volumen de su homologo en hembras. Estas caracteristicas lo hacen un buen candidato
como macroglomeérulo sexual sensible a feromonas. Sin embargo, se requeririan tanto
experimentos conductuales como de registro electrofisioldgicos para demostrarlo.

En otras cucarachas macho de habito silvestre como, Blaberus craniifer
(Blaberidae)(Chambille y Rospans, 1985), también se identificé un Unico glomérulo
engrosado y el dimorfismo sexual entre ambos sexos aparece solo luego de la ultima
muda. Por otro lado, en P. americana y Blatta lateralis (ambas Blattidae) a pesar de que
no existe dimorfismo sexual entre machos y hembras para la mayoria de los glomérulos,
existe un engrosamiento en un conjunto de glomérulos (D07 y D06), sensibles a las
feromonas liberadas por las hembras: periplanonas A y B (Domae, 2019). Estos macro

glomérulos son hasta 30 veces mas grandes en machos que hembras (Nishino, 2009),
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reciben el nombre de complejo macroglomerular y estan ubicados en la zona lateral del
LA cerca de la entrada del nervio antenal. Para otros grupos de insectos se han hallado
hasta 4 macro glomérulos en machos, que llegan a ser entre 20 y 30 veces mas grandes
que el resto de los glomérulos (Streinzer, 2013). Sin embargo, el dimorfismo sexual del
LA no esta presente en todos los insectos, algunas polillas como Helicoverpa assulta
(Lepidoptera: Noctuidae) presentan glomérulos engrosados tanto en machos como en
hembras (Berg, 2002) y en otros insectos a pesar de presentar glomérulos
notoriamente engrosados, el estimulo de estos no gatilla conductas de cortejo (Domae,
2019). Tal es la variedad de formas que pueden presentar los glomérulos sexuales, que

es muy importante contrastar este resultado con otros estudios.

Correlato neuroanatémico al cambio de nicho trofico

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren una correlacién entre la distribucion
de los glomérulos del LA y el nicho tréfico observado en las cucarachas del género

Moluchia spp.

Dietas distintas pueden inducir grandes cambios en la neuroanatomia de los insectos,
tanto por los aportes nutricionales que estas ofrecen como por el despliegue conductual
que realizan los organismos para adquirirlas (Montgomery, 2016; Farris and Roberts,
2005, Petit et al,, 2015). En este caso, es conocido que las conductas de busqueda de
alimento en cucarachas del género Moluchia spp. depende fuertemente de estimulos
olfativos y movimientos antenales (Vergara, 2011) y que los ecosistemas estudiados
ofrecen dietas ligadas a estimulos sensoriales distintos. El habitat costero por ejemplo,
es mas biodiverso en plantas hospederas (Lund and Letellier, 2012), por lo tanto
presenta una mayor complejidad estructural y quimica (Randlkofer et al, 2010).
Nuestras observaciones en terreno y los resultados de este estudio, particularmente el
de amplitud de nicho isotdpico, sugieren que los individuos del matorral costero
estarian expuestas a diversas plumas de olor a lo largo de su ontogenia, lo que podria
determinar el engrosamiento de ciertos glomérulos. Los insectos de plantaciones

forestales y de sector urbano, por otra parte, se encuentran recluidas a espacios mas
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cerrados y sometidas a estimulos olfativos de una menor complejidad, lo que se
relacionaria con nichos isotdpicos reducidos y a la presencia de menos glomérulos

particularmente engrosados.

Las condiciones ambientales con las cuales se encuentre un organismo a lo largo de su
ontogenia pueden gatillar cambios morfoldgicos importantes en el desarrollo de su
fenotipo (Mpodozis, 2022; Vargas et. al, 2020; West-Eberhard, 2005). En el caso de los
insectos esta bien documentado y discutido coémo ciertas interacciones ecoldgicas
durante las primeras etapas de la ontogenia, generan efectos importantes en la
morfogénesis de neuropilas tanto de primer como de segundo orden, con
consecuencias conductuales y sensoriales en el adulto (West-Eberhard, 2003;
Westwick and Rittschof, 2021; Barnes, 2021). Considerando que las cucarachas son
exopterigotas y por lo tanto el desarrollo post embrionario del l6bulo antenal
(neuropilas de primer orden) ocurre mientras los insectos despliegan conductas
activas de forrajeo, podemos pensar que estas interacciones troéficas, ligadas a
estimulos sensoriales olfativos, son importantes en el desarrollo de los glomérulos del
l6bulo antenal (Westwick and Rittschoff, 2021). Y por lo tanto, el reemplazo de
ecosistemas nativos por plantaciones forestales, podria estar alterando asociaciones

ecologicas importantes para el desarrollo de los organismos de esta especie.

Finalmente, es importante destacar que cucarachas de distintas especies, pero con
nichos isotopicos similares (M. brevipennis de plantacion de eucalipto y Moluchia sp. de
sector urbano) no presentan diferencias en la distribucion de sus glomérulos. Esto
sugiere que el modo de vida ligado a la alimentacion puede constituir un factor
importante en el proceso de especiacion de estas cucarachas, llevandolas a convertirse
en organismos cada vez mas especializados en sistemas con altos grados de

intervencion antropica.
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Limitaciones del estudio

Los resultados aqui discutidos cuentan con algunas limitaciones asociados a distintos
factores. Uno de ellos es la baja cantidad de muestras para las comparaciones
neuroanatomicas. Las cucarachas Moluchia brevipennis corresponde a una especie
endémica (Schapheer, 2017) de distribucion acotada y sélo es posible hallar individuos
adultos entre octubre y diciembre. La abundancia de éstos disminuye
considerablemente en periodos de sequia, siendo especialmente dificil capturarlas en
plantaciones forestales de eucalipto, terreno que tuvimos que repetir en varias
localidades (Figura 2). Por otro lado, el desarrollo de los experimentos de
inmunohistoquimica en los cerebros de las cucarachas endémicas significo6 probar
diferentes protocolos disponibles para otras especies de insectos hasta encontrar el que
mejor marcara las estructuras de interés (i.e. glomérulos, cuerpos fungiformes), porlo
que se perdié material bioldgico en el proceso. Finalmente, el analisis de las imagenes

utilizando FIJI resulté mucho mas largo de lo esperado, tomando mas de un afo.

A pesar de que el factor de enriquecimiento 0,6%o, se encuentra dentro de lo esperado
para invertebrados e.g. de —4,9 a 0,8 %0 en Hemideina thoracica (Orthoptera) segun el
tejido analizado (Wehi and Hicks, 2010) o de -0,2 a 6,59 %o en artropodos herbivoros
(Spence and Rosenhim, 2005), las posiciones tréficas obtenidas tanto en las cucarachas
costeras como en las cucarachas de plantaciones de eucalipto, se encuentran muy por
sobre los valores ecoldgicamente esperados (Tabla 2). Esta enorme desviacion, podria
estar explicada por la baja cantidad de muestras pertenecientes a la base de la red
tréfica (Tabla 1), que en el caso de la plantaciones forestales sélo se conté con una
réplica. Por otro lado, experiencias anteriores habian demostrado que el pellet de pez
funciona como alimento para las cucarachas en condiciones de laboratorio permitiendo
mudas exitosas y sobrevida, en relacion a otros alimentos probados (cémo hojarasca
sola o comida de perro peletizada). Si bien este alimento permiti6 mantener a las
cucarachas hasta la adultez, su contenido proteico es muy alto y no se encuentra de
manera natural en los ecosistemas estudiados. Por lo tanto, su grado de absorcion y

asimilacién en los tejidos podria no reflejar el enriquecimiento en *°N y 13C que ocurre
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bajo condiciones naturales (como es reportado en otros estudios, e,g Spence and
Rosenhim, 2005), induciendo a sesgos en el calculo de posicion troéfica. De hecho,
distintos estudios han reportado que la mayoria de las cucarachas cuentan con una
dieta empobrecida en nitréogeno (Cochran, 1985; Molleman, 2009), lo que implica un
mayor reciclaje de este elemento, aumentando su fraccionamiento y por lo tanto
generando un enriquecimiento en !N (Spence and Rosenhim, 2005). Asi, en
condiciones naturales esperariamos obtener un valor de enriquecimiento tréfico mas

elevado.

En relacion al volumen de glomérulos (Figura 9), el bajo numero de muestras y la gran
variabilidad intrapoblacional, no nos permite asumir diferencias entre las poblaciones.
Por otro lado, en estudios anteriores en cucarachas no se encontraron diferencias entre
machos y hembras (Watanabe et al, 2010). Aqui pareciera ser que los machos de la
especie Moluchia brevipennis (matorral costero y plantacién de eucalipto), tienden a
presentar tamafos glomerulares mayores que las hembras (Figura 9 y 11). Diferencia
que no se observa en los individuos de Moluchia sp. del sector urbano (Figura 11). Esta
observacion es sélo una tendencia ya que no hay datos suficientes como para realizar
un analisis estadistico. Para corroborar esta tendencia, sugerimos al menos duplicar la
cantidad de muestras por poblaciéon con una proporciéon de machos y hembras

balanceada.

Finalmente, para evaluar una correlacion entre cantidad de estimulos olfativos ligados
a la dieta y variaciones neuroanatomicas en el LA de estas cucarachas, propusimos un
experimento de jardin comun. Para ello, ninfas en sus primeros estadios fueron
capturadas en octubre del afio 2022 con la intencién de criarlas bajo condiciones de
dieta controlada, sin embargo no fueron capaces de sobrevivir hasta alcanzar la fase de
adulto debido a la falta de equipamiento necesario para mantener una temperatura
adecuada. Las cucarachas utilizadas para el experimento de dieta tinica en base a pellet
de pez fueron criadas en el laboratorio bajo condiciones de temperatura y humedad

controladas, por la estudiante Sofia Fuentes. Sin embargo, se descarto la posibilidad de
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utilizar estas muestras para el experimento de inmunohistoquimica por el estado de los

tejidos y por falta de tiempo.

Conclusiones

En este estudio comparamos la neuroanatomia del l6bulo antenal y la ecologia
alimentaria de cucarachas endémicas del género Moluchia spp. pertenecientes a
ecosistemas contrastantes. Las cucarachas de matorral costero presentan una mayor
proporcion de glomérulos engrosados (tamafio XG) que las cucarachas de plantaciones
de eucalipto y sector urbano lo que podria estar asociado a una mayor sensibilidad
olfativa. Sin embargo, no se hallaron diferencias en el nimero de glomérulos entre las
distintas poblaciones, curiosamente su promedio de 96 glomérulos, es mucho menor
que lo reportado para cucarachas cosmopolitas (Watanabe et al., 2010). Las cucarachas
costeras ocupan niveles troficos mas basales y presentan un nicho isotépico mas
amplio que las cucarachas de plantaciones de eucalipto. Ademas, las cucarachas de la
costa se alimentan de una mayor variedad de recursos, incluidos materiales vegetales
frescos, mientras que las cucarachas de ecosistemas simplificados, se alimentan
principalmente de desechos organicos en descomposicion y no muestran diferencias en
la amplitud del nicho isotopico. Esto sugiere que el nicho tréfico de las cucarachas esta
correlacionado con el engrosamiento de glomérulos particulares del 16bulo antenal,
sugiriendo que las experiencias olfativas ligadas a la alimentacion podria incidir sobre
el desarrollo de neuropilas sensoriales de primer orden. Ademas, el reemplazo de
ecosistemas nativos por plantaciones forestales y sistemas urbanos altera aspectos

importantes de la ecologia y desarrollo neuroanatémico de estos insectos.
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