Universidad de Huelva

Orientacion olfativa de "Cerambyx welensii” Kiister y
"Prinobius germari” Dejean, principales cerambicidos
xiléfagos de encina ("Quercus ilex L. subsp. ballota™) y
alcornoque ("Quercus suber L."), para la localizacion de
hospedantes

Memoria para optar al grado de doctor
presentada por:

Israel Sanchez Osorio
Fecha de lectura: 5 de julio de 2005
Bajo la direccion del doctor:
Radul Tapias Martin

Huelva, 2010

ISBN: 978-84-92944-97-2
D.L.: H74-2010



TESIS
UHU
2005

12



UNIVERSIDAD DE HUELVA
ESCUELA POLITECNICA SUPERIOR

Departamento de Ciencias Agroforestales

TESIS DOCTORAL

Orientacion olfativa de Cerambyx welensii
Kiister y Prinobius germari Dejean, principales
cerambicidos xil6fagos de encina (Quercus ilex
L. subsp. ballota) y alcornoque (Quercus suber

L.), para la localizacion de hospedantes

Israel Sanchez Osorio

Huelva, marzo de 2005



UNIVERSIDAD DE HUELVA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS AGROFORESTALES

Orientacién olfativa de Cerambyx welensii Kiister y
Prinobius germari Dejean, principales cerambicidos
xiléfagos de encina (Quercus ilex L. subsp. ballota) y
alcornoque (Quercus suber L.), para la localizacion de
hospedantes

Tesis Doctoral presentada por Israel
Sanchez Osorio, en satisfaccion de los
requisitos necesarios para optar al grado
de Doctor por la Universidad de Huelva

Autor: Israel Sanchez Osorio Director: Raul Tapias Martin

Huelva, marzo de 2005



Agradecimientos

Deseo expresar mi mas carifioso agradecimiento a todas aquellas personas, animales y cosas
que han hecho posible la finalizacién de este trabajo. Entre las personas, merecen un
recuerdo especial Anabel (sufridora nimero uno), Eva (siempre dispuesta -con perdon-),
Dominique (el teteillo calentiiiito...., uyl), Gloria (la voz en mi ausencia y la llamadita de las
9.15 h.), Ascen (unas lentejitas con cetrvecilla). Y ahora, a caballo entre las personas y los
animales, que es que son unos fieras carambal: a Luis por su entusiasmo bichero contagioso
(cuantas noches en lo oscuro, a la sombra lunera del chaparro y con la chism...]a linterna en la
mano), a Radl por su perseverancia, paciencia y buenos consejos, que un doctorando es bicho
impaciente y locuelo; cémo no, a Rubén, por su, por su, su, en fin, que seguro que le debo
tantas que mejor lo dejo asi. Al més animalillo de todos, el pequefio Juanillo (cuquito sufridor
numero dos). Y entre los objetos “inanimados”, la ocarina —ya casi la toco, que eso de que el
ordenata se te bloquee cada cinco minutos tiene sus ventajas!-; el compasdis (mis amiguitos
de Les Ogres de Barback, Tétes Raides, Malicorne, Battlelfield Band y, como no, Yann
Tiersen y Hexacorde), mi viejo violin (sufridor niimero tres); jah! y la mantita para la piernas,
qué carayll.

Me gustaria dedicar también unas palabras de agradecimiento a la Consejeria de Medio
Ambiente de la Junta de Andalucia, sin cuyo apoyo econémico no se hubieran podido
plantear estos trabajos. Y en este sentido, gratitud especial para Rafael, que me brindé la
oportunidad y me dio la cancha necesaria para lanzarme a este pequefio berenjenal (jy tantas
OTRI cosas que nos unen...je je).

Y a los amigiiitos del Departamento de Ciencias Agroforestales de la Universidad de Huelva,
gente que es pa comérsela de lo buena; prefiero no citaros uno a uno, pero ten a buen seguro
que estarias ti.

Y a mi familia.

Y a mis abuelos.



Indice

CAPITULO I: CONTEXTO, INTRODUCCION Y OBJETIVOS

I.1. Contexto de 108 trabajos ...c.uuiiieiiierirrnnniiieiietitieniniiieeiiitetinesieneseecesssssssssratetrasasesses 3

L2, It O MU CCION  vuvtrerrrineecsesrossssesesssserasereresssessansssensssnsesssssssnsssnsesnsesasstassssssssasasnsassesssansesennss 5

1.2.1. Los coledépteros de la familia Cerambycidae asociados a encinas y alcornoques en

B2 e 71 15 L3 N OO OO PO PO OO PRSP IOIOPIORPP TP 5
1.2.1.1. Los cerambicidos asociados a encinas y GleOTHOGUES ....u.uvvevereveeneeererrnsinesisssisssissssissssssssssssesasssnsasans 5
1.2.1.2. Cerambicidos xildfagos de encinas y QleOTROGUES uuuvcueoeunseniireeeneiietssetcicrit s 6
1.2.1.3. Las posibilidades de control de cerambicidos XilOfAgos...umuinnniisisenintnnicnennreninsssessceesenencscses 15
1.2.1.4. Las perspectivas de control de cerambicidos xilgfagos de encina_y alcornoque en un contexto de Control

IN16G1AAO Ao PIAGAS..e.oeenrnrrrnitneeretetetee et st s s s s 22

1.2.2. La aplicacién de los estudios electrofisiolégicos en el contexto del Control Integrado de

PIAGAS ..ottt et e 24
1.2.2.1. Papel del olfato en el comportamiento de J0S inSECIOS .nnerereerereesinsrnentessennieie st saeseses 24
1.2.2.2. Las estructurales sensoriales OlfatIVaS. . ueevrrreeeeeeeeinsineesisisistissssssstsss s snesnssssnssassessssssessasens 26
1.2.2.3. Origen de las técnicas de electrofisiologia Plicata . nnnnnnereveneciniinnenitrenieicesssiesce e 30
1.2.2.4. Las técnicas de electrofisiologia aplicadas a cerambicidos....uioeinevnrineeenennereiecsssssencnenns 32

1.3, ODJEHIVOS ..uuvinnrnneniiieiiiiiiiii i iitnrteet s teescsssses s ss s saesssss s asssnssssnnesnnsssssssnnssatasanassssrsransenns 34
O 31 FToT 4 ) o T OO P PPPPPPPPP P 35

CAPITULO II: APTITUD DE Cerambyx welensii Y Prinobius germari PARA EL ESTUDIO
DE LA RESPUESTA ELECTROANTENOGRAFICA DE COMPUESTOS VOLATILES

I1.1. Introduccion: Estructura basica y principales parametros de un dispositivo para el

estudio electroantenografico de estimulos olfativos en inSectos .........cceveeerrnnrreenenennnnen. 49
I1.1.1. Estructura del diSPOSItIVO...ccuiverietiiimiterirrit ittt st s ns s 49
I1.1.1. Parametros del diSPOSITIVO weviririereiemiieintinse st istet ettt e es s s st sae et 50

11.1.2.1. Flujo de aire hacia la antena y aplicacion de eSUmulOs. ....uveveeeevuerneeveseentinininsinsininssnssnssassnnens 50

I1.1.2.2. Preparacidn y colocacion de electtodos ............ueoueeeninieninriiiiiicnecieeeeeee et 51

I1.2. Material y EtOAOS ..vueuniiiiimiiiiiiieieei ettt s reets s s ss e se s e s bea s e e s basssesessansasssnnne 53
I1.2.1. Dispositivo para el estudio de la respuesta de EAG ...t 53

I1.2.1.1. Dispositivo de aplicacion de Stimmslos...nenenrenrevrenecrinsiiiniineieinnineinsieneseieisssessessessssssneens 53

11.2.1.2. Preparacicn de insectos para la caplacion de 1eSPUESIAS ....eeuuevrerveiveruerseivessensiriininsenneacsaesassnsens 56

I1.2.1.3. Recepcion y procesado de resprestas de EAG .ononinncninsinriviiiiiiniiienencicissineississisesssnsons 58
11.2.2. Primeras pruebas de EAG en C. welensii y P. germar: frente al (E)-2-hexenal, esencia de
trementina ¥ 4C1A0O QCEHCO wuiiiuiiiii ittt e e ae s 60

I1.2.2.1. Obtencion de insectos QAUMDS cuu.unnenevnevniviairiiniimieiiierisrisiiissns st ns 60

I1.2.2.2. COMPUESIOS CSIUATAADS .neeevinererreerirerrsrecarsesctrissinesssesessessessensssesassassassessensessssensessssessenssnssnesns 61

11.2.2.3. Metodologia experimental ... eieivreevnisiciisinisnisisisncnissiisssnsississssssssssssssssssssssssssnssssssssas 61

I1.3. RESUMAAOS «.ieviitiutineiiirriieetiieieerereetia i snen s ereseeeie s sssessensaansasosisossssansassssssnssassessesssssrsnes 62
I



Indice

I1.3.1. Dispositivo pata el estudio de la respuesta de EAG ..ccvveveceniciiiiiiii 62
11.3.1.1. Dispositivo de aplicaciOn de estimalos..nmnmeeeecenecenncecnccinininiiiniitineetetce et 62
11.3.1.2. Grabacidn y procesado de respuestas electrofisioligicas o unneniecncacevseniserusisisisisisisesinsinsissinsinsiens 65
I1.3.2. Primeras pruebas de EAG en C. welensii y P. germari frente al (E)-2-hexenal, esencia de
trementing y ACIAO ACEHCO . uiimiiitiiiirieet ettt e 66
x I1.4. DiSCUSION .. ceieieiiivenriiiiiineiiisiisssrrrrnranetsosssesestarmieseisasasssssosnsesssssastrtarsssssessssensssssssssnssssass 69
' 11.4.1. Dispositivo para el estudio de la respuesta de EAG oo, 69
l 11.4.2. Primeras pruebas de EAG en C. welensii y P. germari frente al (E)-2-hexenal, esencia de
| trementing y ACIAO ACEHCO i ittt 71
> I1.5. Biblio@rafia ...cuueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinireeee sttt st s s s e ss st e e saaa e 74

CAPiTULO III: EFECTO SOBRE LA RESPUESTA DE EAG DE Cerambyx welensii Y
Prinobius germari DE LAS CONDICIONES DE ESTIMULACION Y LA DURACION DE LA
PREPARACION; Y DIFERENCIAS DE RESPUESTA ENTRE SEXO0S E INDIVIDUOS

I11.1. Introduccion: Parametros que condicionan el comportamiento de los insectos en

| las pruebas de EAG . e sssss s e 77
' ITI.2. Material y MEt0dOS. . uuiuiiieiiieriiiniiirniiiiriisneesscssssissosssssssssnssssisiasssesssssssssnssssssssssssssssenss 81
' I11.2.1. Efecto sobre la respuesta de EAG de la concentraciéon y cantidad de estimulo aplicado,
| la frecuencia de estimulacién y la duracién de la preparacion ... eeernnieencsnenerccciinni 81
II1.2.1.1. IHSECI0S CHUPLEAMDS..........cnovinnenirnirircisini ettt see e s sttt sn s e sas st s et tisens 81
I11.2.1.2. Metodologia experitnental ... mnnninerereseseniesiseseseinsest s sssssssss sttt ssss s s e 81
T11.2.1.3. ARGHSIS CSIATISIIC0 cuvveieeveerenreerrersrrrmrensiessosssssssssssanssasssssnsensenssassassssssssssassessassonsnsssssossassassasarsans 83
I11.2.2. Diferencias de respuesta entre sexos e individuos ante el estimulo estandar disuelto en
dos HPOS de SOIVENLE ...ttt b 85
II1.2.2.1. INSCCt0S CIMPIEATDS evvniesiririerireiniinererinsassasnissinsitarses s b et saesae et se st s e s s et sasaabasentsasanssnssas 85
II1.2.2.2. Metodologicn eXPerimental .. eviveeisieserenininsssisnisessssssesese sttt ettt sssnses 87
TT1.2.2.3. AHGHSES CSLAAISTICO «eeceeenneeeeeeerereiereereeireeeneenseesssensssesasssssassassassassastasssstesssansssssnsssssastnssssanssan 87
TIT.3. RESUIAOS c.ceuiieirieiiieieeeeeeimirieeeseetieseeernsensiansessennsnsssasssosnssnsrnssnsssonsensiusassssessoossosnsssnns 21
II1.3.1. Efecto sobre la respuesta de EAG de la concentracién y cantidad de estimulo aplicado,
la frecuencia de estimulacion y la duracién de la prepatacion ... 21
I11.3.1.1. Andlisis de la 1e/AciOnN BOSIS-TESPUESIA wuuneennerneriecieiairirienieniesseesae sttt s s s sessassassanens 91
I11.3.1.2. Efecto de la cantidad de estiminlo GDLLAAD ..ottt 92
I11.3.1.3. Efecto de la frecuencic de eStimulacion wmnueeeeoeeerieeetsetetntst ettt s 94
111.3.1.4. Efecto de la duracion de [a Preparacion.. . eeieensiecnnsicnieinsisiseesistsesssesssesssssasssssonins 98
II1.3.2. Diferencias de respuesta entre sexos ¢ individuos ante el estimulo estandar disuelto en
dOS tPOS dE SOIVENLE ..ottt et et saesn e bbb eb s s e er e s ensenenbas 100
I11.3.2.1. Efectos sobre la respuesta total de EAG de C. welensii del sexco, tipo de solvente y respuesta al
COPITOL e eveereeeereaeerssaressassensnssmsansassssssesssenssssesransttssassasesssssenssnneessnsseesssassessnssnseessnsensantesesesessssenssassnsssssaes 100
I11.3.2.2. Comparacidn entre la respuesta al control y la respuesta a la inyeccton en blanco, y relacion entre la
respuesta al control y la respuesta “bruta” media frente al estimulo estindar para C. welensis ................. 102

111.3.2.3. Variabilidad de respuestas entre individuos en C. welensit y los pardmetros que la condicionan 104
I11.3.2.4. Efectos sobre la respuesta total de EAG de P. germari del sexo, tipo de solvente y respuesta al
T2 USROS 109

II



Indice

111.3.2.5. Comparacién entre la respuesta al control y la respuesta a la inyeccion en blanco; y relacidn entre la
respuesta al control y la respuesta “bruta” media frente al estimulo estindar en P. germari...................... 111
111.3.2.6. Variabilidad de respuestas entre individnos en P. germari y los pardmetros que la condicionan..112

IIT1.4. DIiSCUSIOM .eveuceeerrnnerrareanctsrarssssssosssssnsstssssssssrssstsesttasstasssssssssseassnsssssrosnsssanstnsssaesssnsssnns 116
I11.4.1. Efecto sobre la respuesta de EAG de la concentracién y cantidad del estimulo, la
frecuencia de estimulacién y la duracion de 1a preparacion .......ceinenseesennsnescnneeennsniinns 116

I11.4.2. Variabilidad de respuesta entre individuos y sexo, y los factores que pueden ocasionarlal19
IT1.5. BiDLOGTAfia.cccuereeenereneennniiinniiciiisriisniiiniiisnssinnnenennnnsssisissssssssssssssssssassssssssansssssssosssses 123
CAPITULO IV: RESPUESTA DE EAG DE C. WELENSIIY P. GERMARIFRENTE A COMPUESTOS
VOLATILES EMITIDOS POR ESPECIES ARBOREAS HOSPEDANTES Y NO HOSPEDANTES

IV.1. Introduccion: La emision de compuestos organicos volitiles (COVs) por Q. ilexy

Q. suber, y la influencia de los “COVs” sobte el comportamiento de los insectos..... 127
IV.1.1. La emisién de compuestos otginicos volitiles (COVs) por Q .ilex y Q. suber................. 127
IV.1.2. La influencia de los “COVs” sobre el comportamiento de los inSeCtos.....ccccivevereerivnnes 132

IV.2. Material Y MELOAOS ....uuueureerrieriiiiiiiiissiiiiniisnnssesiieesssssssssssssssasssssssssssssssssnsssssssssssses 136
IV.2.1. Insectos emMPleados ...t st e 136
IV.2.2. Compuestos eSTUAIAAOS ....oveviviieiiteieicieeie s 136
IV.2.3. Metodologia experimental ... e 139

IV.2.3.1. Estudio de la respuesta de EAG frente a v0LGLILes SINIEHEOS cnuunoerviiaiineisisinniiienccsesaenenes 139

IV.2.3.2. Andlisis de la 1elacion Q0Sis-respuesta....ninvinoneviesinsiesnvinininseissiseesssssssessssssiesssssasessanes 139
TV.2.4. Analisis eStAQISHCO cuvverreriririniiniiiiiiiin e s n e et 140

IV .2.4.1. Secuencia del ANALSIS c.uuereeeeeeceeieeieiiiienice ittt e ens e s e 140

TV .2.4.2. MEI0A0S ESIATITIIE0S «..ecoeiiviiriciirernsinniniisiisssiistisiesssssissssssisisssasssaessnessissanssnssssssssossasssessssnsensn 140

IV.3. RESUIAAOS cucuurierernniiieniieniiiniieiiiiiiinseiieieantesesiientenssettetiiisstssssssssesnsssssssnnnsssssssassssssses 142
IV.3.1. Respuesta de EAG de Cerambyx welensii Kuster y Prinobius germari Dejcan frente a
compuestos volatiles caracteristicos de especies arboreas hospedantes y no hospedantes....... 142

IV .3.1.1. Gl BLeHSTunerisriniiriisierins sttt s s s e st e e e e e s s b rrenen 142

IV.3.1.20 P. GOFIHAL c.nnennivnesictiiietitcteee st bbbt s e b as e r s s et s ae et 149
IV.3.2. Relacién dosis-respuesta de los compuestos volatiles que provocan una mayor respuesta
en Cerambyx welensii Kustet y Prinobius germari Dejean ... 155

IV.3.2.1. Aplicacion a C. weleBissi ............cecevuiveeveeveiiiniinieeteieesesees s st e sns e st senes 155

IV.3.2.2. Aplicacion @ P. Qermari......eeueerevveeeernenneinieieninieesiesisssnssssssssssss st s s s e saesassnesns 157

TV .4, DiISCUSLOM..iuuiiiiriineiiieetienmtiierisiiereniinsniisstisnttsssreasismmassssssessssssssssssressisnsasssssnsssesssssnsens 159
IV.4.1. Las sustancias mas estimulantes para C. welensii y P. germari, y su relacion con Q. ilex y Q.
SHDET «.vvneetiatitee ettt e b LR R st e e e sns ens 159
IV.4.2. Una hipotesis para la seleccion de hospedantes por C. welensiz y P. germari a partir de
eSHMULOS OIfALIVOS ..cviviiiiiireiici e b e sns s n e sh b b e 161

IV.4.3. La influencia de la variacion diaria de la emisién por Q. ilex v (. suber en la percepcion
olfativa de C. welentsii Y P. Qermari ...........covverinvevieiieririiitiiienietint ettt s s e 164

II1



Indice

IV.4.4. La estimulacién olfativa de C. welensii y P. germari, y los perfiles de emision de (. zex y
LD- SUBCE ..ottt ettt e e e e e st s 166

IV.4.5. La posibilidad de seleccién de ejemplares adecuados en las especies hospedantes, a

partir de la orientacion Olfativa ... 167
IV.4.6. Implicaciones de la cortelacién entre las respuestas frente a distintos volatiles............. 169
IV.4.7. La deteccién por C. welensii y P. germari de volatiles secundarios de Q. Zlex y Q. suber, y
otros caractetisticos de especies N0 hoSPedantes ...ttt 171
IV.5. BiDHOZGIAfia c...eiiveiiirintiiiiiieniiiniiiiieniiiiisieeiiieniraniieniistntssesrennesssannssseseanssssssisssesosssacs 175
CONCLUSIONES ..ccoiiitetinreeeereernerenerrnemssesemestsssssssssssssisssssssssesassssssssssssssssmssssessmesnsestsesssssns 181
GLOSARIO ...ccceutururieiiiiestiasiisisstesssssssssssssasssssssssssesestoessssasassssesssssmsssannsssssssssssasssnassssssases 183
VI.1. GloSario de tErmMINOS . .icuuuiieerieeurireniiereesiireesirentiiemierieiietsstersresasssssssnsnssansasnnsesssssasessas 183
VI.2. Glosario de especies citadas cOn freCuenCia ..ceeiecriirrieneiineiinieteeerieneieerinneeennnaeninnn 185
VI.3. Glosario de abrevIaturas ..cc.oiivuieeuiiiiriiiiiueiionciiiosiiinisssiessessssssssssssssssssssnssssasssesssasesans 185



Indice

Indice de tablas

Tabla I.1. Cerambicidos citados sobre Quercus en Andalucia, y otros no citados ain, pero de posible
Y= e o OO O PP PP S PSPPSR PN 6
Tabla I.2. Cerambicidos xiléfagos asociados a la encina en Madrid. e 7
"T'abla 1.3. Superficie ocupada por los otificios causados por Cerambyx spp. y/o P. germari en dos rodajas de
ALCOTIIOQUEL. L.t nh s bbb e A s 13
Tabla 1.4. Algunas formulaciones de naturaleza quimica estudiadas para el control de cerambicidos
KLLOFAGOS. cvevviniiuenitierniintiese b st s s st et s seE e RS R R AR 16
Tabla IL.1. Parimetros del dispositivo para estudio de la respuesta de EAG empleados por algunos
AUIEOTES. eeurerrnrruernsserassuseseetestsssssseseesestestsstsas sasssbaab s o s e o R s oRsohSa kSR e e ke e R e RsaR e s b e b e R d e RS S RE eSO R4 e h b e e R E SRR e e sa s Er s 52
Tabla IT.2. Valores fijados para los parametros del dispositivo para estudio de la respuesta de EAG
relacionados con la aplicacién de estimulos, asi como para la captacién y procesado de respuestas. .....59
Tabla I1.3. Estadisticos descriptivos de la respuesta neta de EAG de C. welensii y P. germari frente al (E)-2-
hexenal, 4cido acético y trementina en mezclas al 1:1 (v/v) con aceite de parafina ..., 67
Tabla ITL.1. Ntimero de ejemplares de C. welensii y P. germari empleados en el estudio del efecto de la dosis
y cantidad de estimulo aplicado, la frecuencia de estimulacién y la duracién de la preparacion. ............. 81
Tabla IIL.2. Caracteristicas de los ejemplares empleados en el andlisis de la variacién de respuestas entre
$€X0S € INAIVIAUOS €0 ) WEATH.ccvoveeeeeerccisic st b b e s e s bbb 85
Tabla II1.3. Caracteristicas de los ejemplares empleados en el analisis de la variaciéon de respuestas entre
sexos € INdividuos en P. gemmari. H. ...t ses e s bt sass st st ss st s sanas s sens 86
Tabla ITL.4. Disefio experimental para el estudio del efecto sobre la respuesta de EAG de C. welenszi del
sexo, tipo de solvente y respuesta al CONLOL ittt 88
Tabla III.5. Disefio experimental para el estudio del efecto sobre la respuesta de EAG de P. germari del
sexo, tipo de solvente y respuesta al COMTIOL it 88
Tabla IIL.6 Estadisticos descriptivos de la respuesta neta de C. welensii frente a distintas cantidades de la
mezcla estimulante [(E)-2-hexenal 50% v/v en aceite de patafina o hexano]....c.ccoeevimciieicinriisciecenne, 92

Tabla IIL.7. Estadisticos descriptivos de la respuesta neta de P. germari frente a distintas cantidades de la

mezcla estimulante trementina 50% v /v en aceite de parafina. ... 93

Tabla II1.8. Respuestas netas relativas medias respecto a la primera estimulacién, obtenidas a distintas

frecuencias en C. welensii frente al COMPUESTO EStANAAL. cormvevcreiniiiiieiee e s 94

Tabla IT1.9. Estadisticos desctiptivos sobte las diferencias de respuesta entre la primera estimulacién y las
siguientes, a distintas frecuencias, Para C. WS et s 95
Tabla IF1.10. Respuestas netas relativas medias respecto a la primera estimulacidn, obtenidas a distintas

frecuencias en P. germari frente al compuesto eStANAAL. ....o.vvvevecveviceecc e 96

Tabla II1.11. Estadisticos descriptivos sobre las diferencias de respuesta entre la primera estimulacién y las

siguientes, a distintas frecuencias, para P. germmars. ..o 97

Tabla IT1.12. Estadisticos desctiptivos del comportamiento de la respuesta relativa de C. welensii frente a
(E)-2-hexenal en aceite de parafina (50% v/v) durante ocho hotas. ... 98



Indice

Tabla II1.13. Estadisticos descriptivos del comportamiento de la respuesta relativa de P. germari frente a la
trementina en aceite de parafina (50% v/v) durante siete horas. ..viinnnnnee 99

Tabla I11.14. Respuestas brutas de C. welensii frente al control y al estimulo estindar, segun sexo y tipo de
SOLVEIITE. tutevertrrirterrereeseestosiessosestsenssseesaasastesaesssms st astestasssnesns et ereasrsseseb s oA Sae b e s erbe e e aeateas s e e s e s e e et e ae sae et et s n e eme s 100

Tabla II1.15. Respuestas medias por sexo y tipo de solvente en C. welenssi, obtenidas a partir de las
respuestas brutas medias por insecto para series de siete a nueve estimulaciones frente 2l compuesto

ESTATIA AL . veeeeeessemereeeeeeseesesasasaasessanneaneessnssstaesaeasas nsnsesssssasassnesssassasstassnnsesasssaeses sasarsasestaeseenseesaaaetatesaeinsteanssnsarnretasn 101

Tabla II1.16. Pruebas de los efectos inter-sujetos de los factores sexo y tipo de solvente, asi como de la

respuesta 2 la inyeccién control, sobre las respuestas brutas de C. welensii frente al estindar................. 102

Tabla IT1.17. Estadisticos descriptivos de la respuesta de C. welnsii frente al control y frente a la inyeccién
11 BIATICO. et eeetteeseeeeeseeeateaa e aseeaeteasssasssasesasbasasses s shbas eabesaaassaaeasbaeat e e easbataeate s s ane e an s os bae e ataesbee s Rt s e e s e b s e srbnesanae 102

Tabla II1.18. Estadisticos descriptivos para la respuesta bruta media (series de tres estimulaciones por cada

insecto), asi como la respuesta al control, en Co welensiti e 103

Tabla I11.19. Pruebas de los efectos inter-sujetos de los factores sexo y tipo de solvente sobre la respuesta

Tabla II1.20. Prueba de Kruskal-Wallis de contraste de respuestas netas medias en C. welensii para cada
grupo de ejemplares y para el conjunto (medias por individuo obtenidas a pattir de siete a nueve
ESHMUIACIONES). 1.cueuitnisiiiciniit ittt ettt e s e a s e bbb s s bbb e St sttt bt s 104

Tabla ITL.21. Matriz de correlaciones (Rpeason) para la respuesta neta media de EAG, transformada por la
funcién raiz cuadrada, y los 12 parimetros potencialmente influyentes en la variabilidad de respuestas
entre INAIVIAUOS A . WEISLE oottt ettt ctcs sttt eb et s ae b srs e ssrs s eanssaberasansebsns 105

Tabla II1.22. Resumen de los modelos de regtesion lineal para las variables significativamente

cotrelacionadas con la tespuesta de EAG de Gl elentsii. i csecccsennssens 105

Tabla II1.23. Resumen de la comparacién de respuestas netas medias de C. welensii entre conglomerados de
individuos definidos por las variables didmetro del capilar, amplitud de la linea base, demora en el
estudio de EAG tras la captura y relacion peso/ 1ongitud. ... 106

Tabla II1.24. Caracterizacién de los conglomerados de individuos de C. welensii formados a partir del
didmetro del capilar de referencia empleado en el estudio de EAG. et 106

Tabla II1.25. Caracterizacién de los conglomerados de individuos de C. welensii formados a partir de la
amplitud de la linea base de la preparacién para estudio de EAG. oo 107

Tabla I11.26. Caracterizacién de los conglomerados de individuos de C. welensii formados a partir del
tempo transcurrido entre su captura y el estudio de EAG. i 107

Tabla II1.27. Modelos de regresién lineal multivariable significativos para la respuesta de C. welensiz, a partir

de varias combINAcioNes e VALIADIES. «ooie ettt et eee et eeeees s e e s tmtenreeeseessessnnnrasreaassesnass e snntan 107

Tabla II1.28. Contraste de respuestas netas medias correspondientes a distintos agrupamientos de
individuos de C. welensii, definidos a partir de combinaciones de las variables diametro del capilar,
amplitud de la linea base, temperatura, peso, demora del estudio de EAG tras la captura (en dias) y dias
de supervivencia tras el estudio de EAG. ..ot 108

Tabla ITL.29. Agrupamiento de los individuos de C. welenszi en funcién de su respuesta neta de EAG,
capturados en periodo de vuelo y estudiados con capilares de diametro inferior a 170 micras en el

ClECTIOAD A LOEOIEIICIA. oo ettt ee e e e e et e e ee et e e e e e et e e s et et eeename e asmnnssaaeessaeannmeesseansanenesanns 109



Indice

Tabla II1.30. Respuestas brutas de P. germari frente al control y al estimulo estindar, seglin sexos y tipo de
SOLVEIITE. . vervririetiiiueetresteeaseseessesserebeestaeseete st easeasaesh st bR a sa s e bR s Rs s s eam se a4 be A e e bs£h e Ren T es e et £abEe et s s bt bbb e 109
Tabla I11.31. Respuestas medias por sexo y tipo de solvente en P. germari, obtenidas a partir de las
respuestas brutas medias por insecto para series de siete a nueve estimulaciones frente al compuesto
LT - e Ve .t OO OO OO OO PO U PP YO PO PR PPV PP PRI 110
Tabla I11.32. Pruebas de los efectos inter-sujetos de los factores sexo y tipo de solvente, asi como de la
respuesta a la inyeccién control, sobre las respucstas brutas de P. germari frente al estandaft.....coeenue. 111
Tabla I11.33. Estadisticos desctiptivos de la respuesta de P. germari frente al control y frente a la inyeccidén
EI1 DIATICO. coreuieeieeee ettt ettt et et R e b e bR e R R e b e s eR LA e a e R SRR e s e s 111
"T'abla II1.34. Estadisticos descriptivos para la respuesta bruta media (series de tres estimulaciones por cada
insecto), asi como la respuesta al control, en P. germaric ..., 112
Tabla IT1.35. Clasificacién en conglomerados de los machos de P. germari segin su respuesta neta de EAG
(seties de siete 2 NUEVE ESHMUIACIONES).vuuururusrsrrsisriseesis ettt s 112
Tabla IT1.36. Matriz de correlaciones (Rpearson) para la respuesta neta de EAG (transformada) y los 12
pardmetros potencialmente influyentes en la variabilidad de respuestas entre individuos de P. germari113
Tabla IT1.37. Resumen del modelo de regresién lineal entre las variables Ancho y respuesta de EAG de P.
germari (transformada por la funcidn rafz cuadrada).....ceeennien 114
Tabla II1.38. Caracterizacién de los conglomerados de individuos de P. germari formados a partir de la

ANCHULA dEl PLONOTO. ettt s et s st bbb s 114

Tabla II1.39. Coeficientes del modelo de regresion lineal en P. germari para la respuesta de EAG frente a las

Tabla IT1.40. Estadisticos de resumen del modelo regresién lineal en P. germari para la respuesta de EAG
frente a las variables independientes Ancho, An_P Y Li_Das. eweeveecevecencuvcininiscininininiciiciniisnns 115

Tabla ITL.41. Contraste de respuestas netas medias correspondientes a distintos agrupamientos de
individuos de P. germari, definidos a partir de combinaciones de las variables amplitud de linea base,

anchura del pronoto y relacién peso /ancho del Pronoto. ... 115
Tabla IV.1. Principales isoprenoides foliares de Q. dlex §. (0. SHBEY o..oueommimrneiiiicniiciiiiii s 129
Tabla IV.2. Caracteristicas de las sustancias presentadas como estimulos olfativos a C. welensiiy P. germari137

Tabla 1V.3. Estadisticos descriptivos de las respuestas brutas relativas de C. welensii frente al abanico de

coOmMPUESTOS ESTUAHIAO o e 142

Tabla TV.4. Pruebas de contraste de medias entre las respuestas brutas relativas de C. welensii frente a cada
compuesto y la provocada por la Inyeccion CONLOL v 143

Tabla IV.5. Caracterizacién de los conglomerados formados con las sustancias que provocaron respuestas
distinguibles del CONOL €01 Co WRATH. cuceueueneeeneieritieeetee ettt 145

Tabla IV.6. Conglomerados de pettenencia para las sustancias que provocaron respucstas distinguibles del

CONELOL €1 . I BHSEL. oo eeeesseaeeesessntasssssssassssisssaeaesssasesssisssesssssstssasassanssenssssssssensatsasassnsessrsnssnsesssansessaserens 146

Tabla IV.7. Matriz de cotrelaciones (R=Rspearman) €ntre compuestos que provocaron respuestas diferentes
significativamente al CONEOl €0 o WELATIE. cevnvnemeeneeeieeeeeeiet s s 147

Tabla IV.9. Estadisticos descriptivos de las respuestas brutas relativas de los machos de P. germari frente al
abanico de compuestos estUAIAAO o e e e s 149



Indice

"T'abla IV.10. Pruebas de contraste de medias entre la respuesta de P. germari frente a cada compuesto y la

provocada por la inyeccién COMEEOL . 1eiitiee it iesseeee st tteetereesssessesesinrieereessesssssssnsasssrassesnsensneessnssmssnmnmneraeeesanssaannsen 150

Tabla IV.11. Caracterizacién de los conglomerados formados con las sustancias que provocaron

respuestas distinguibles del cONtrol en P. gemmari. ... 152

Tabla IV.12. Conglomerados de pertenencia para las sustancias que provocaron respuestas distinguibles

del control en P. germari. Las flechas ligan la distinta ubicacién de un mismo cOmMpPUESTO. ...cevicieriiunnnns 153

Tabla IV.13. Matriz de correlaciones (R=Rspearman) entre los compuestos que provocaron respuestas

significativamente diferentes al CONLLOL €N P. GEIIMATI. ...ttt s 154

Tabla IV.14. Concentraciones (v/v en hexano) de cineol, B-pineno, (E)-2-hexenal y trementina, frente a
las cuales distintos porcentajes de poblacién de C. welensii (50, 75 y 90%) presentan respuestas de EAG
superiores al umbral de deteccion de 20 MICLOVOIHOS. weeerrriisiisisiiisi it 156

Tabla IV.15. Concentraciones (v/v en hexano) de cineol, B-pineno, (E)-2-hexenal y trementina, frente a
las cuales distintos porcentajes de poblacién de P. germari (50, 75 y 90%) presentan respuestas de EAG
superiotes al umbral de deteccion de 20 MICLOVOLHOS. werevruiiiiisiciniictiris it e 158

Tabla IV.16. Clasificacién ordinal comparada entre las respuestas relativas de EAG de C. wekensii y P.
germari frente a sus principales estimulantes, y la encontrada para los mismos en Phoracantha semipunctata
Y OLIOTAYNCHUS SHICAIUS. ..o cvvvieereiesisrasrinnssisns s sttt e e R s 159

Tabla IV.17. Tasas superiores de emisién de isopreno y global de monoterpenos (Ug*g™ peso sece*h) para
los principales hospedantes de C. wekensii 'y P. germari (Q. ilex y Q. suber), otros hospedantes secundarios
asi COMO eSPecies NO NOSPEAANLES. ciuuuiiuiuiiiieieieii e 160

Tabla IV.18. Tasas de emisién comparadas (Lg*g™ peso seca™h ?) de Ot-pineno y B-pineno para diferentes
especies hospedantes y no hospedantes de C. welensii y PLEITRATT .oovvvniiminniiicniiisieiniinisinssis s 161

Tabla IV.19. Emisién de o.-pineno y B-pineno estimada para un ejemplar de Q. iex en funcién de su
1% 1 0 V.0 s Lo YU OO D T O U TSP USSP PPV 162

Tabla IV.20. Comparacién de la vida media de algunos monoterpenos emitidos por Q. dex y Q. suber y que
provocaron tespuesta de EAG en C. welentsii § P. GErmarie... . cocuceconmeiveccciiiiiiiniiisini s, 165

Tabla IV.21. Tipo de respuesta y estructura quimica de las sustancias implicadas en las correlaciones
significativas entre las respuestas provocadas en C. Welensit. i 169

Tabla TV.22. Tipo de respuesta y estructura quimica de las sustancias implicadas en las correlaciones
significativas entre las respuestas provocadas en P. germmari........vniicovinininiccin s 170

Tabla IV.23. Volatiles secundatios de Q. ilex y Q. subery/o de no hospedantes que provocan altas

respuestas, o cuyas tespuestas estin implicadas en correlaciones significativas. ........oceveccneccenmnnniiins 171

VIII



Indice

indice de figuras

Figura I.1. Detalle de la pubescencia plantar de los tarsos posteriores en C. cerdo (a) y C. welensit (). oeeerenne. 9
Figura 1.2. Detalle de la morfologia del segundo artejo de las antenas de C. miles, C. cerdoy C. welensit ... 9
Figura 1.3. Macho de Cerambyx welensii (a) y pareja de Prinobius germari (B) ......cvvvmeeeeiinsissieisssisicisseniccnnns 10
Figura 1.4. Orificios de cerambicidos presentes en rodajas de alcornoque. 2) rodaja 1; b) rodaja 2. ............. 13

Figura 1.5. Histograma correspondiente a los didmetros menores de los orificios presentes en las rodajas 1
UV NO SR SERSSSOI SR UISOOITOISPOIR RS SRR R 13

Figura 1.6. Segmento de una antena mostrando diversos sensilla (a) e ilustracién de un segmento de cuticula
con varios tipos de sensilla (b): trichodea (1), coeloconica (2), ampullacea (3), campantformia (&) y placodea (5)...27

Figura I.7. Diagrama de un receptor olfativo (sensillus) tipico de INSECTOS wvmrmimmicicimeieiciicic i 27

Figura 1.8. Detalle de la antena de un macho de P. germari, mostrando dos tipos de sensilla: chaetica o
trichodeag? (a) y basiconica o coleloconica ¢ (b); y las depresiones presentes a lo largo de la misma (). ........ 29

Figura 1.9. Detalle de la antena de una hembra de C. welensi, mostrando la abundancia de sensifla abatidas-
basiconica o coleloconiza :P- que recubren sus artejos (a), la flecha sefiala sensifla chaetica ¢°; y depresiones

asociadas posiblemente a las semsilla abatidas (D). ceeeeeceoiiimiciniii 29
Figura 1.10. Tlustracién comparativa de las técnicas de EAG y SCR aplicadas a escolitidos ....c.uvinrrinnen. 31
Figura I1.1. Esquema de montaje del dispositivo de generacién, regulacién y aplicacién de estimulos. ......53
Figura 11.2. Electrovalvula conectada a pipeta Pasteur. ..ot 55
Figura I1.3. Detalle de pipeta Pasteur Preparada. ..ot 55
Figura I1.4. Dispositivo para la preparacion de iNSeCtOs. ..t 58
Figura IL.5. Colocacién del electrodo de referencia. . et 58

Figura IL6. A) evolucién de la linea base y las respuestas de C. welensii frente a estimulaciones sucesivas
cada 30 segundos [(E)-2-hcxenal 50% en aceite de parafinal), durante un ciclo completo carga-recarga
del compresor. B) fluctuacién media de los caudales “principal” y “de inyeccién” suministrados por el
compresor, a pattir de tres ciclos seguidos fin de carga (T =0)<>reinicio de carga (T=270....ccccccrrrmrev. 62

Figura IL7. Respuestas de C. welensii frente a inyecciones sucesivas con 20 pl de (E)-2-hexenal 50% (v/v)
en aceite de parafina, automatizadas cada 9 SEEUNAOS....cccc it 63

Figura IL.8. Respucstas del mismo ejemplar de P. germari frente a 20 pl de trementina al 50% (v/v) en
aceite de parafina, aplicados mediante dos procedimientos: a) inyeccién manual de 10 ml de aire con
jetinga; b) inyeccién automatizada (0,5 1/min durante 0,3 s; equivalentes a ~2,5 ml). La circunferencia
enmarca los valotres del potencial negativo maximo (440 LV en el primer caso y 400 LV en el caso
automatizado) resultante de la estimulacién, asi como el tiempo que tarda en ser alcanzado

(milisegundos), tal y como son mostrados por la herramienta de medicién del programa AutoSpike.. .63
Figura I1.9. Ejemplares de Prinobins germari (a) y Phoracantha semipunctata (b) preparados para la
EleCtrOANtENOGEAIA. c....cuceiciiit ittt s e 64

Figura II.10. Distintas apariencias de la linea base en una preparacion de P. germari: 2) colocacion
defectuosa de los electrodos; b) colocacién correcta, sin emplear alfombrilla anti-estatica; c) colocacién

correcta, empleando alfombrilla aNH-StATICA....c.vierieeriieisiienr et e 65



Indice

Figura I1.11. Respuestas de EAG frente al (E)-2-hexenal en aceite de parafina (20 pl al 50%, v/v)yala
inyeccién control (fila inferior), de un macho (a) y una hembra (b) de C.welenszi; un macho de P. germari

(¢) y un macho de P. semipunctata (d).. .c.ouweecneerimoneeiiiiitisiis e 66

Figura IL.12. Respuestas tipicas de EAG de C. weiensii frente al 4cido acético (a), (E)-2-hexenal (b) y
ELEIMEITNA (). wvueuemrueuuiaraasrairiarieissnrssressses s ses s s et s s s s E bR 048 AR 67

Figura I1.13. Respuesta de EAG de C. welensii y P. germari frente al (E)-2-hexenal, 4cido acético y

trementina en mezclas al 1:1 (v/v) con aceite de Parafina.. . 68

Figura ITI.1. Respuestas netas de EAG de C. welensii para distintas concentraciones de la mezcla
estimulante (20 pl de (E)-2-hexenal en heXano).. ... 91

Figura IT1.2. Respuestas netas de EAG de P. germari para distintas concentraciones de la mezcla
estimulante (20 pl de trementina e NEXAN0).. cuuriririseis it e 92

Figura IT1.3. Variacién de la respuesta neta de C. welensii frente a (E)-2-hexenal (50% v/v en aceite de
parafina o hexano) aplicado en distintas cantidades.. ... 93

Figura IT1.4. Variacién de la respuesta neta de P. germari frente a trementina (50% v/v en aceite de
parafina) aplicado en distintas CaNtAAAES. ..ot s 93

Figura IIL.5. Variacién de la respuesta relativa de C. welensii frente a estimulaciones sucesivas a distintas

T CULEIICIAS. +reevveesreeraseesssessessseeassanaeeeaasesseesetessaeassnasssasss sassssntes assennssssnassensassusessssesnseeneesaerssssinssssstsssnsessassssosnssnsaseses 95

Figura IIL.6. Variacién de la respuesta relativa de P. germari frente a estimulaciones sucesivas a distintas

Tl @ O IO LCIAS . o oeeeveeeeeeeeetiieeeseeeeeaeesaeseseeessasseeeesasasesesssrasssseeassnses saesssasaaanssssassaansassasaeamsenansshbeeeesnaatteiassnsasssssssntarnnsasssnns 97

Figura II1.7. Variacién de la respuesta relativa frente a (E)-2-hexenal en aceite de parafina (50% v/v) de C.

welen157 AULANTE CIHACO OTAS. crvvrerieeceeeeeiirerrerssirsnessissesesssaassssessessraseesscsarsasassssstss sassssesssiattesesesssssssasassnsessosnssassennans 98

Figura I1L.8. Variacién de la respuesta relativa frente a la trementina en aceite de parafina (50% v/v) de P.
Zermari ULANTE CINCO NOLAS..iuiiuiiietiiee it bbb 99

Figura ITL.9. Respuestas brutas medias frente a las desviaciones tipicas en machos {circulo) y hembras
(LHAANGULO) A€ Co BELNMSTE.voivrreretree e sisers st e s b bbb 101

Figura I11.10. Dispersién de las respuestas brutas medias de C. welenséi ante el estindar frente a las

respuestas provocadas por la INYECCION CONIOL wiiiiiiiiiteiiee e s 103

Figura I11.11. Respuestas brutas medias frente a las desviaciones tipicas en machos (circulo) y hembras
(tHIANGUIOY A Pr GEITRANT covvrrieteti et e e 110

Figura II1.12. Dispersién de las respuestas brutas medias de machos (circulos) y hembras (triangulos) de
P.germari ante el estandar frente a las provocadas por la inyeccién control, para los dos tipos de

SOLVEIIEE. reeeeteieeeceetieeteette et e e eaee s e eeeeeeate st sh s e et et b sat e s e s S eA £ e ae st e Ae s b s R s s b e bR sa e R b e eaeeb e sabenR e sben e e na s rnbes 112
Figura I11.13. Variacién de la repuesta de EAG de C. welensii (a) y P. germari (b) en funcién de las

cantidades de compuesto estimulante (estindar) realmente aplicadas en cada inyeccidn.....oinieenes 117
Figura IV.1. Variacién nocturna de la tasa de emisién global: 2) de terpenos; b) de o pineno , 3-pineno y

mirceno en (. ilex; ©) relacién entre la emisién nocturna de terpenos y la temperatura para Q. zlex y Q.

COCCE[EF. .ovevveveeeeeeie et eeee et ee et ekt tem bt ee e b s e s s s s e b e e oSSRk et e 130

Figura IV.2. Estructura quimica de algunas de las sustancias presentadas como estimulos olfativos a C.
WCLENSIE Y Po GETTHA L vvueerienrrirseietie ittt st st e b s b s 138

Figura IV.3. Respuestas brutas relativas frente a (E)-2-hexenal de C. welensii para los compuestos que se
distinguieron del CONTIOL ...t 144



Indice

Figura TV.4. Respuestas brutas relativas frente a la trementina de P. germart para el conjunto de los

individuos, los machos y las hembras frente a los compuestos que se distinguieron del control. ......... 151

Figura IV.5. Relacién dosis-respuesta para la estimulacion relativa media (+ 95% intervalo de confianza,
n=4-5) provocada en Cerambysx welensii por cineol, B-pineno, (E)-2 hexenal y trementina. Estimulo
estindar: (E)-2 hexenal 1:1 (v/v) €0 heXano. . sssssaassnenns 155

Figura IV.6. Relacidén dosis-respuesta en P. germari, con intervalo de confianza al 95%, frente al cineol, -
pineno, HemMentng ¥ P-Plienio.. w i st bab st s sa s sbes st er e e ee e e 157
Figura IV.7. Detalle de la representacion logaritmica, entre las concentraciones 1:100 y 1:1, de la relacién

dosis-respuesta para el B-pineno y el 0-pineno en C. Welestti.. .ouineirnrssrsissrnirirensiriasisssisssessessissasissains 163

Figura IV.8. Respuesta relativa de EAG comparada de cinco ejemplares de P. germwari frente a (E)-2-
hexeNal § () -0l-PIICII0cuuir i s s s SR e s s 173






Resumen

La accién de los cerambicidos xiléfagos, principalmente los géneros Cerambysx 'y Prinobius,
constituye un factor desencadenante y/o agravante en el problema de la “seca” del género
Quercus en nuestro pais. A pesar de ello, se desconoce la importancia real del papel que
desempefian en el decaimiento de aquellas formaciones forestales donde la encina y el
alcornoque aparecen como especies dominantes, en especial las dehesas y los alcornocales. A
este desconocimiento contribuyen, en parte, los habitos de comportamiento de estos
insectos, lo que ha dificultado el planteamiento de estudios rigurosos acerca de dos aspectos
interesantes y relacionados: el mecanismo de seleccién de hospedantes y las posibilidades de
control de sus poblaciones.

La recopilacién y anilisis de la informacién sobre la incidencia y posibilidad de control
de los cerambicidos xiléfagos de alcornoques y encinas, asi como de otros insectos con
parecida actividad, se aborda en el capitulo T de esta Tesis. Dos especies con hébitos y
apariencia similares -Cerambyx welensii Kister y Prinobius germari Dejean- se perfilan como los
principales cerambicidos xiléfagos en Andalucia Occidental. Por otro lado, se recogen
variadas evidencias sobre la relevancia de la informacién quimica interespecifica (compuestos
semioquimicos) en la seleccién de hospedantes por parte de los insectos, particularmente los
cerambicidos. La electrofisiologia de estimulos olfativos proporciona valiosa informaciéon
sobre este tipo de interacciones insecto-planta; una de las técnicas electrofisiologicas, la
clectroantenografia (EAG) constituye la primera aproximacién a dichos estudios.

En este contexto, los estudios desarrollados han perseguido los siguientes objetivos: a)
establecer un dispositivo adecuado para el estudio electroantenografico de estimulos olfativos
para cerambicidos, y determinar la aptitud para los estudios de EAG de Cerambyx welensii
Kster y Prinobius germari Dejean, b) estudiar los efectos de algunos factores expetimentales,
sobre la respuesta de EAG de las dos especies citadas; c) analizar la influencia sobre la
respuesta de EAG del sexo, asi como de asgunas caracteristicas de los individuos; y d)
estudiar la respuesta de EAG de Cerambyx welensiz Kiister y Prenobius germari Dejean frente a
compuestos volatiles caracteristicos de especies arboreas hospedantes y no hospedantes.

En el capitulo II se analiza la idoneidad del dispositivo propuesto para el estudio de la
respuesta electroantenografica de EAG en cerambicidos. Las primeras pruebas revelan la
aptitud de ambas especies para estos estudios, y permiten la selecciéon de algunos compuestos
como “estimulo estindar” [(E)-2-hexenal para C. weknsii y esencia de trementina para P.
germart].



Resumen

El anilisis de la estimulacién originada por estos compuestos permite profundizar en el
conocimiento del comportamiento olfativo de estos insectos.

En el capitulo III se estudia el efecto de ciertos factores experimentales sobte la
respuesta de EAG (cantidad y concentracién de estimulos, frecuencia de estimulacion,
duracién de la preparacién); asi como algunos aspectos vinculados con la variacién de
respuestas entre sexos e individuos. Entre los aspectos experimentales, destacamos que para
ambas especies resultaron adecuadas mezclas estimulantes de 20 microlittos a
concentraciones del 50% (v/v), resultando el hexano y el aceite de parafina vilidos como
solventes. Frecuencias de estimulacién altas (15 segundos) resultaron adecuadas; peto en
ciertos casos, como el estudio de la respuesta frente a un abanico de compuestos volatiles de
capacidad estimulante desconocida o ante compuestos que provoquen respuestas superiores a
dos milivoltios, se consideran mas adecuadas frecuencias de un minuto. En estas condiciones,
la duracién de una preparacién con insectos de cualquiera de las dos especies, sin merma
significativa en la respuesta, resulté ser de, al menos, cinco horas.

En los dos insectos se encontraron diferencias de tespuesta entre ejemplares altamente
significativas. En C. wefnsii no hubo diferencias entre sexos, no pudiéndose concluir nada al
respecto en P. germari por el bajo numero de hembras estudiadas. Aspectos experimentales,
como el didmetro del capilar de referencia y amplitud de la linea base, asi como el estado
fisiolégico de los individuos, explicaron hasta en un 68% la variabilidad de respuestas entre
individuos en C. welnsii. En cambio, esta variabilidad no se pudo explicar claramente en P.
germari a partir de pardmetros experimentales, ni anatémicos ni fisiolégicos.

En el capitulo IV se analiza la respuesta comparada de ambas especies frente a un
abanico de 33 sustancias volatiles, sobre todo terpenoides y “volatiles de hojas verdes” (GLV,
de Green Leaf Volatiles™. Este abanico incluyé sustancias de probada emisiéon por las
principales especies hospedantes (Q. zex y Q. suber), y otras que podrian caracterizar especies
no hospedantes. Veinte sustancias provocaron respuestas significativamente diferentes al
control en C. welensiz, de las cuales nueve provocaron trespuestas altas (respuesta relativa al
estindar >80%). En P. germari, 16 sustancias provocaron estimulaciones significativas,
encontrandose respuestas altas para seis de ellas. Se encontré que las dos especies detectan
claramente cuatro de las cinco sustancias emitidas en mayor cantidad por las dos principales
quercineas hospedantes; dos de ellas (a-pineno y B-pineno) con respuestas realtivas elevadas,
y otras dos (isémeros del mirceno y limoneno) con respuestas mas discretas.

La percepcién de estos compuestos, en combinacién con otros considerados
secundarios en las emisiones de encina, y posiblemente del alcornoque, (como el o-
felandreno), podria suponer una discriminacién positiva de cara a la selecciéon de ambas
fagiceas como principales hospedantes de ambos cerambicidos. Por otra parte, se analizo la
relevancia de la deteccidn de sustancias tales como el cineol, el p-cimeno, la esencia de
trtementina y el (E)-2-hexenal, y la posibilidad de que tal deteccién contribuya a una
discriminacién negativa de especies no hospedantes para ambas especies.



1 o5 pielrojas de mejor olfato parece ser que eran los cheyennes y daban
la presencia del rostro pdlida, con viento favorable, a una milla larga de
distancia. Bl rostro pdlido olia a sudor de cuervo. Esto es importante,
borque es la primera noticia de que los cuervos suden.

-Alvaro Cunqueiro-
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Contexto, introduccién y objetivos

I.1. Contexto de los trabajos

ILa “seca” de los Quercus es uno de los problemas fitosanitarios mis importantes en
Espafia, ya que compromete la estabilidad y persistencia de ecosistemas tan importantes en el
ambito mediterrineo como son las dehesas y los alcornocales (Sanchez ez 4/ 2000). La
hipétesis mas aceptada inicialmente sobre la posible etiologia del problema lo consideraba
como un caso de decaimiento, producido por la interaccién de una serie de factores bidticos
y/o abidticos intercambiables cuya accién ordenada sobre una planta conduce al deterioro
gradual de su estado fisiologico, y a menudo termina con su muerte (Manion 1991). Recientes
estudios han pemitido matizar mds este enfoque, permitiendo atribuir en determinadas zonas
(como es el caso de Andalucia) la causa del problema a ciertos factores mis o menos
concretos, en lugar de la hipétesis de participacién conjunta considerada en un principio
(Navarro e al 2004).

Entre los factores que Manion establecié como participantes en la seca (de
predisposicién, desencadenantes y agravantes; segun la terminologia de Mufioz e a/ 1996), se
considera que los insectos “perforadores” podtian actuar como desencadenantes y/o
agravantes. Montoya (1992) apunté ya la posible implicacién de Cerambyx cerdo en el
decaimiento del alcornocal de Mamora (Marruecos); esta misma especie fue considerada
posteriormente como factor agravante directo Mufioz ef al. 1996; Sanchez et a/. 2000). En la
actualidad podemos considerar que los insectos perforadores mis probleméticos para el
género Quercus en Espafia son los cerambicidos xiléfagos de los géneros Cerambyx y Prinobius

(I.opez ez al. 2004).

El intento de establecer las causas y posibles soluciones del problema de la seca ha
obligado a no despreciar ninguno de los posibles factores participantes, lo cual ha conducido
al estudio de la repercusién de los cerambicidos xil6fagos. Si bien se ha considerado
tradicionalmente que la accién de estos insectos se restringia a ejemplares arbéreos
decadentes (Romanyk y Cadahia 1992), algunas observaciones de campo en zonas de
Extremadura y Andalucia Occidental hacen sospechar que la importancia de los dafios podtia
trascender del estado de decadencia del arbolado.

En efecto, segin recogen Romanyk y Cadahia (1992) y puede comprobarse ficilmente en
el campo, el régimen de alimentacién xiléfago de este tipo de insectos causa grandes
destrucciones en el lefio de los arboles atacados, que facilitan roturas bajo la accién del
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viento o del propio peso de las ramas. Junto a esta accidén directa es interesante considerar la
posible accién indirecta, ya que su actividad podria facilitar la dispetsién de diversas
patologias, en patticular el “chancro carbonoso” debido al hongo Biscognianxia mediterranea o el
chancro causado por Botryesphaeria corticola; junto con otras especies flngicas causantes de
pudriciones del lefio (Fomes spp.; Sterenm spp.).

Aunque la repercusién de este tipo de insectos en la vitalidad del arbolado ha sido
abordada en diversos trabajos (Moral ¢ @/ 1989, 1993 y 1994; Moral 1994; Morcuende y
Naveiro 1993; Naveiro y Morcuende 1994), contintia sin estar bien establecida su capacidad
para erigirse como factores de incidencia primaria sobre las formaciones del género Quercus. A
ello han contribuido los habitos de comportamiento de cstos insectos, junto con su aparente
preferencia por el arbolado decrépito o debilitado. De esta manera, no han sido abordados
hasta la fecha estudios precisos acerca de aspectos tales como los factores que condicionan la
seleccién de hospedantes potenciales, en particular arbolado joven y/o aparentemente sano, y
las posibilidades de control de sus poblaciones.

Investigaciones recientes tevelan que uno de los aspectos de mayor interés en relacion
con la ecologia de este tipo de insectos, y que resulta de aplicacién al control de poblaciones,
lo constituye la orientacién olfativa a partir de estimulos quimicos (Ikeda e /. 1993; Meurer y
Tavakilian 1997; Hanks ez 4/ 1998; Berkov ez /. 2000; Mclntosh ez 4/ 2001; Suckling ez 4.
2001; Groot y Nott 2001; Barata ¢ a/. 1992, 2000 y 2002; Allison ez 2. 2004). Por lo tanto, una
estrategia de control integrado de poblaciones de cerambicidos con semejantes habitos
deberia considerar, como un pilar basico, el estudio de la repercusién de los compuestos
semioquimicos.

Esta linea abre nuevas perspectivas para una situacién que se encontraba estancada: el
conocimiento de las pautas que rigen la localizacién de ejemplares arbéreos adecuados por
parte de estos insectos. Las técnicas de electrofisiologia de estimulos olfativos en insectos
constituyen una valiosa herramienta, ampliamente utilizada para abordar este tipo de estudios
(Wibe 2004); entre ellas, la electroantenografia (EAG) resulta la técnica bésica. Aunque la
clectroantenografia ha sido empleada con éxito tradicionalmente para la identificacion de
feromonas, su utilizacién en la identificacién de volatiles de plantas que condicionen el
comportamiento de los insectos, en aspectos tales como la atraccién, se ha generalizado
recientemente (Park ef 2/ 2002).
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1.2. Introduccién

I.2.1. Los coleépteros de la familia Cerambycidae asociados a encinas y
alcornoques en Andalucia

1.2.1.1. Los cerambicidos asociados a encinas y alcornoques

La familia Cerambycidae se incluye dentro de la superfamila Chrysomeloidea
(Coleoptera, Polyphaga) juntamente con las familias Chrysomelidae, Megalopodidae y
Orsodacnidae, siendo una de las que cuenta con mayor nimero de especies catalogadas -mas
de 25.000 segin Vives (2001), mas de 35.000 segiin Hanks (1999)-. Esta familia engloba 13
subfamilias, de las que siete estin representadas en la fauna ibero-balear (Prioninae,
Cerambycinae, Spondylinae, Necydalinae, Lepturinac, Vesperinae y Lamiinae),
comprendiendo 45 ttibus, 107 géneros distintos y un total de 261 especies, entre las cuales 55
son endémicas de nuestra fauna (Vives 2001).

Una referencia esencial de cara a establecer un abanico de cerambicidos potencialmente
asociables en Andalucia a Quercus ilex y Quercus suber, lo constituyen los recientes trabajos de
Vives (2000). Segtin este autor, encontrariamos 108 especies que pueden tener como huésped
potencial alguna especie del género Quercus. Exceptuando de tan extenso listado las especies
consideradas propias de la mitad norte peninsular, éste se reduce a 41, y si nos atrevemos a
descontar también las clasificadas como raras y aquellas cuya presencia sobre el género
Quercus se considere esporadica, nos quedariamos con unas 28 especies (de las cuales dos se
considerarian mas o menos restringidas a la encina, y una al alcornoque).

Las cifras especulativas mencionadas a propésito de los trabajos de Vives (2000)
constituyen una aproximacién; si bien, hay que tener presente que tales consideraciones
pueden enmascarar la presencia real de ciertas especies. Un ejemplo claro de esta cuestion lo
constituye la especie Xylotrechus antilope Schonherr. Este insecto es considerado por Vives
bastante raro y localizado en los bosques humedos de la mitad septentrional de la peninsula
Ibérica; en cambio, ha sido citado en Huelva (Barreda 2001) -provincia en la que lo hemos
encontrado sobte ramas finas de alcornoque-, y en Cadiz sobre Q. saber (Verdugo y Coello
2003). Algo similar ocurre con las especies Cerambyx scopoli Flessly y Cerambyx welensiz Kustet.

Por otra parte, el nimero total de especies que se han citado, hasta la fecha, sobre
Quercus en Andalucia asciende a 22 (Ruiz 1997; Pérez-Lépez y Hernandez-Ruiz 1998;
Verdugo 2000; Verdugo y Lopez 2001; Verdugo y Coello 2003; y Verdugo y Pérez-Lépez
2004). La comparacién entre el listado deducido a partir de Vives (2000) y el listado de
especies presentes realmente, depara un nimero de 13 especies que no han sido citadas atn
pero su presencia es posible en esta regién. En la tabla I.1 se exponen de manera comparativa
ambos listados; en el cotrespondiente a las especies cuya presencia es posible segin lo
recogido por Vives (2000), s6lo aparecen reflejadas las que no han sido realmente citadas en
Andalucia.



Capitulo 1

Tabla |.1. Cerambicidos citados sobre Quercus en Andalucia (Ruiz 1997; Pérez-Lopez y Hernandez-Ruiz 1998;
Verdugo 2000; Verdugo y Lopez 2001; Llinares 2002; Verdugo y Coello 2003; Verdugo y Pérez-Lopez 2004), y
otros no citados aln, pero de posible presencia (Vives 2000).

Citadas en Andalucia Presencia posible en Andalucia*
Prioninae Lepturinae Cerambycinae
Prinobius germari (Dejean, 1835) Stenocorus meridianus (Linnaeus, 1758) Cerambyx cerdo Linnaeus, 1758
Spondylinae Stenocorus quercus (Goeze, 1783) Gracilia minuta (Fabricius, 1781)
Alocerus moesiacus (Frivaldsky, 1838) Grammoptera ruficornis (Fabricius, 1781) Trichopherus fasciculatus (Falderman, 1837)
Cerambycinae Pseudovadonia livida (Fabricius, 1777) Nathrius brevipennis (Mulsant, 1839)
Cerambyx mifes Bonelli, 1823 Melanoleptura scutellata (Fabricius, 1781) Hylotrupes bajulus (Linnaeus, 1758)
Cerambyx scopoli Flessly, 1775 Nustera distigma (Charpentier, 1825) Xylotrechus arvicola (Olivier, 1795)
Cerambyx welensii (Kuster, 1846) Lamiinae Plagionotus arquatus (Linnaeus, 1758)
Purpuricenus budensis (Goeze, 1783) Aegomorphus varius (Fabricius, 1787) Plagionotus detrifus (Linnaeus, 1758)
Calchaenesthes sexmaculata (Reiche, 1861) Anaesthetis testacea (Fabricius, 1781) *¥Clytus rhamni bellieri (Germar, 1817)
Phymatodes testaceus (Linnaeus, 1758) *Chlorophorus sartor (Miiller, 1766)
Poecilium aini (Linnaeus, 1758) Lepturinae
Poecilium lividum (Rossi, 1794) #Aredolpona trisignata (Fairmaire, 1852)
Poecilium pusillum (Fabricius, 1787) *Grammoptera ustulata (Schaller, 1783)
Xylotrechus antilope (Schonherr, 1817) Lamiinae
Chlorophorus ruficornis (Olivier, 1795) *Deroplia genei (Aragona, 1830)

Chlorophorus trifasciatus (Fabricius, 1781)

(). Posible presencia como especie “relativamente frecuente”, salvo las marcadas con (*), que serian “poco frecuentes o raras”.

1.2.1.2. Cerambicidos xil6fagos de encinas y alcornoques

Los insectos

La dieta de los cerambicidos es exclusivamente fitofaga, ya que las larvas atacan al lefio
de los drboles, también a los tallos secos de algunas plantas herbiceas o incluso pueden
alimentarse de las raices de diversos vegetales (Vives 2001). ‘También sucede que las larvas se
alimentan dec distintos tejidos de los 6rganos a medida que se desarrollan. De esta manera se
comporta la larva de Cerambyx cerdo durante los 3 6 4 afios que dura su desarrollo,
alimentindose primero de la corteza viva para después penetrar hacia la albura y duramen,
haciendo taneles horizontales y verticales (Nenadovic ez /. 1999).

Es comun considerar la xilofagia en sentido amplio (abarcando incluso a los tejidos
corticales). Hanks (1999) mantiene que la mayor parte de xil6fagos se restringen a los tejidos
subcorticales, mientras que unas pocas especies comen dentro del xilema secundario. La
distinta composicién quimica a medida que se profundiza en el xilema, asi como la presencia
o no de celulasas en los jugos gastricos del animal, son las principales razones de la
localizacién de las diversas especies. De esta forma las larvas que carecen de celulasas deben
desarrollarse en el floema o en zonas marginales exteriores, ricas en almidén, azdcares soluble
y proteinas; mientras que las que segregan estas enzimas, como es el caso del género
Cerambyx, pueden vivir en el lefio vivo o no descompuesto, y asi se las encuentra en el
duramen, escaso en azicares solubles y almidén (Compte y Caminero 1982).
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Las especies propiamente xiléfagas se desarrollan en el lefio o xilema, tanto en el
duramen como en la albura segtn la especie en particular. Dada la escasa calidad nutritiva de
estos tejidos, gran nimero de xiléfagos estrictos poseen en sus aparatos digestivos simbiontes
que les ayudan a asimilar los diversos componentes del lefio, ademis de aportar en ciertos
casos nuevas sustancias sintetizadas, por ejemplo vitaminas (Compte y Caminero 1982). La
calidad nutritiva de la madera muerta puede ser mejorada, también, por la proliferacién de
hifas fangicas (Hanks 1999).

Segtin sea el vigor del hospedante, es frecuente denominar “xiléfagas primarias” a las
especies que viven a costa de arboles vivos y sanos, mientras que las “xiléfagas secundarias”
se desarrollan en 4rboles muertos o con vitalidad reducida (Compte y Caminero 1982). En la
colonizacién por xiléfagos primarios, la fase critica seria el paso de las j6venes larvas a través
de los tejidos conductores subcorticales. El estado hidrico del 4rbol podria condicionar tal
colonizacién, mediante el taponamiento de las galerias con gomas y otras exudaciones.

La mayor parte de los cerambicidos citados en la tabla 1.1 pueden setr considerados
xiléfagos estrictos, tanto de tronco como de ramas. Las especies que son capaces de
ocasionar dafios mayores en estos 6rganos, dado el tamafio de sus larvas, son Cerambyx cerdo,
Cerambyx welensii, Prinobins germari, Cerambyx miles y, en menor medida, Cerambyx scopolii.
Algunas especies parecen set tipicas de ramas y ramillas: Xylotrechus antilope, Purpuricenus
budensts, Plagionotus arguatus, Chlorophorus raficornis y Deroplia genes. Por Gltimo, las especies Clyzus
rhamni bellieri y Grammoptera ustulata tienen actividad subcortical, mientras que Psexdovadonia
livida se asocia a la madera en descomposicién y, ademas, presenta habitos micetéfagos (Vives
2000). Ruiz (1997) cita la presencia en Andalucia de Phymatodes testacens bajo la corteza en
lefias de encina. La tabla 1.2 mucstra los cerambicidos xil6fagos asociados a encinas segun su
vigot, en los alrededores de Madrid (Compte y Caminero 1982).

Tabla 1.2. Cerambicidos xiléfagos asociados a la encina en Madrid (Compte y Caminero 1982).

Encinas vivas Encin:sr ed; éenst:na:: r‘t,ait:“dad Troncos v:’eejoés; S;r:srts; :scavidades
Cerambyx welensii Pseudovadonia livida Pseudovadonia livida
Phymatodes testaceus Aredolpona cordigera
Xylotrechus arvicola Aredolpona trisignata
Chlorophorus ruficormis Nustera distigma
Cerambyx welensii Stenurella melanura
Corymbia fontenayi Xylotrechus arvicola

Aredolpona cordigera
Aredolpona trisignata
Stenurella nigra

Stenopterus rufus

Los grandes cetambicidos petforadores del lefio de las encinas y alcornoques se
corresponden taxon6émicamente con cuatro especies diferentes. Tres de ellas pertenecen a la
subfamilia Cerambycinae, tribu Cerambycini, y la cuarta pertenece a la subfamilia Prioninae, tribu
Prinobiini. Las especies de la tribu Cerambycini son: Cerambyx cerdo L., C. welensii Kiister (=C.
velutinus Brull) y C. miles Bonelli. El cuarto representante de la tribu en Espafa -C. scopoli
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Fiiessly- tiene un tamafio mucho menot, y ha sido citado muy recientemente en Andalucia
(Verdugo y Pérez-Lopez 2004). Las tres primeras especies, e inluso C. scpol, presentan
morfologia y hébitos de comportamiento similates, lo que ha hecho muchas veces dificil su
identificacién cortecta. Por otro lado, la especie Prinobius germari Dejean (= P. scutellaris
Germat) es la representante de la tribu Prinobiini. Este insecto presenta un aspecto similar -
principalmente en los estados inmaduros- y una biologia parecida a las antetiores especies,
encontrandose con cierta frecuencia en alcornocales.

Mientras que P. germari se puede distinguir facilmente de las otras especies, la distincion
entre las cuatro del géneto Cerambyx plantea mas dificultades. En relacién con estas
cuestiones, Fragoso (1985) propone el empleo de la terminalia (estructuras directamente
relacionadas con la excrecién, copulacién y oviposicién) como base para la clasificacion de la
familia Cerambycidae, ya que considera que tal clasificacion deberia reflejar en la medida de lo
posible la filogenia de cada taxén. Dicha filogenia es consecuencia de la reproduccion, por lo
que la terminalia estd mds estrechamente relacionada con aquella que cualquier otro rasgo
morfologico del exoesqueleto.

Es interesante mencionar, por ultimo, que la presencia de grandes cerambicidos no es
exclusiva de frondosas. Una especie emparentada con P. germari y que ocasiona el mismo tipo
de dafio en coniferas es Ergates faber L. (Cerambycidae; Prioninae) (Romanyk y Cadahia 1992;
Notario e a/. 1993; Vives 2000).

La problematica de la identificacion

Un aspecto interesante respecto a la repercusion fitosanitaria de este grupo de insectos,
es la consideracién de cuiles son las principales especies implicadas en los dafios sobre el
arbolado. Aunque tradicionalmente se ha considerado a Cerambyx cerdo el principal
cerambicido xil6fago en estas especies arboreas (Romanyk y Cadahia 1992; Moral 1994; Lifian
1998), la similitud apuntada anteriormente hace necesario el planteamiento de si estos
insectos han sido correctamente identificados. Resaltaremos brevemente a continuacion
cuiles son los caracteres taxondmicos diferenciadores entre las cuatro especies del género
Cerambyx (Bense 1995; Vives 2000):

1. Segundo attejo de las antenas casi tan largo como ancho. Angulo sutural de los élitros claramente espinoso.
Antenas de los machos mucho mds largas que los élitros:

-Elitros rugulosos chagrinados, fuertemente convexos, subcénicos hacia atras, poco pilosos. Los dos
primeros artejos de los tarsos posteriores con la pubescencia plantar separada por una linea media
ESTIUAR. 1eoeviiviiiieieeceecte i e e arrssessesss s b e bes e sreenaesbeesheere s R me s eesaeeaesabessesa ks et ae et knasbevon b st st bnebb e Rt se b sabesanerbeorbanar C. cerdo

_Elitros finamente punteados, deprimidos en el disco, subparalelos, cubiertos de una pilosidad dorada y
sedosa. Tan sélo el primer artejo de los tarsos posteriores con la pubescencia plantar dividida por una
linea media desnuda. .o s ceeeas C. welensii

2. Segundo artejo de las antenas claramente transverso. Angulo sutural de los élitros sin espinas y redondeado.
Antenas de los machos no alcanzan el 4pice de los élitros, o bien lo sobrepasan levemente:

-Antenas del macho sobrepasan el 4pice elitral en dos o tres artejos. Flitros negros totalmente, sin tinte
tojizo. Fémures posteriores de los machos alcanzan el apice elitral ..o C. scopoli

-Antenas del macho sobrepasan el 4pice elitral como mucho en uno o dos artejos. Elitros con coloracién
castafia-rojiza. Fémures postetiores de los machos no alcanzan el apice elitral.cnneiinnenen. C. miles
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Figura 1.1. Detalle de la pubescencia plantar de los Figura 1.2. Detalle de la morfologia del segundo
tarsos posteriores en C. cerdo (a) y C. welensii (b). artejo de las antenas de C. miles, C. cerdo y C.
: welensii (Bense 1985).

C. miles

C. cerdo y C. welensii

Los caracteres diferenciadores de C. wiksy C. scopoli los hacen facilmente distinguibles de
C. cerdo y C. welensii. Pero la distincién entre las dos dltimas especies es mas ambigua, porque
la mayor parte de caracteres son susceptibles de interpretacién subjetiva. A esta confusion
puede contribuir, ademis, la variabilidad morfoldégica que pueden presentar estas especies.
Como ejemplo, los trabajos de Starzyk y Strojny (1985) revelaron que en los machos de C.
cerdo se podian distinguir hasta 23 tipos principales en la forma del pronoto (18 tipos en las
hembras); dichos autores apuntan también que se encontré mucha variabilidad en el relieve
de la superficie superior y en la forma del borde lateral del pronoto en C. mifes.

De todos los caracteres, es precisamente el referente a la pubescencia de los tarsos
postetiores (fig. I.1) el que creemos sirve para distinguir mas facilmente las dos especies
conflictivas; asi lo considetan también Vives (2001) y Moral (1994). Aun asi, las dificultades
de identificacién han conducido a que algunos autores reagrupen funcionalmente las cuatro
especies bajo la denominacién de “grupo Cerambyx cerde” (Moral et al. 1993; Moral 1994; Soria
et al. 1996).

La similitud entre las especies del género Cerambyx entre si, y entre éstas y Prinobius
germari -aunque en menor medida-, asi como la falta de estudios detallados, han hecho dificil
atribuir a cada una de ellas su papel en la pérdida de vigor, e incluso la muerte, del arbolado
de nuestros encinares y alcornocales. Las especies C. wiles y C. scopol serian las mas raras de
encontrar en Andalucia; la primera se circunscribe a la provincia de Cadiz (San Roque y Arcos
de la Frontera (Vives 2000); mientras que C. scopo/ se ha encontrado en la provincia de
Granada (Verdugo y Pérez-1.o6pez 2004). C. welensii se considera localizada en las zonas calidas
de la mitad septentrional de la peninsula Ibérica -habiendo sido citada en Cadiz-; C. cerdo
estaria, en cambio, presente por toda la peninsula Ibérica. En cuanto a P. germari, se apunta
que su localizacién coincide con el area de distribucién del alcornoque, por lo cual deberia
resultar bastante frecuente en Andalucia Occidental. Llinares (2002) ha citado esta especie en
la provincia de Cérdoba, y la hemos encontrado, asi mismo, en la provincia de Huelva.

Pero algunos trabajos en Extremadura arrojan resultados llamativamente distintos a lo
que cabria esperar. Moral y colaboradores citan la presencia de Cerambyx cerdo en 1989. Afios
mas tarde, Moral y colaboradores (1993) sélo encontraron un ejemplar de C. cerdo entre mas
de 200 individuos capturados. Después de examinar 14 ramas o troncos caidos, Naveito y
Morcuende (1994) encontraron 329 cerambicidos, de los cuales el 87% pertenecian a C.
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welensii y el testo a P. germari; y plantean la duda sobre la correcta identificacién efectuada
hasta el momento sobre C. cerdo, apuntando la posibilidad de que estas citas correspondieran
realmente a C. welensii. Posteriores capturas mediante trampa de luz efectuadas en esta region
(GEDES 1999; 2000; 2001) muestran igualmente la predominancia de C. welensii y P. germari, y
la testimonial —incluso se podtia decir que sospechosamente escasa- presencia de C. cerdo: un
solo ejemplar capturado en los tres afios.

En lo que se refiere a Andalucia, los estudios de Soria y colaboradores (1996) en el
Parque Natural de las Sierras Subbéticas (Cérdoba) depararon indicios de la presencia
(otificios) de C. cerdo, C. welensii y P. germari como principales cerambicidos perforadores de
encina. Pero la discriminacién entre las tres especies sin observar ejemplares adultos o larvas
es practicamente imposible. La identificacién por nuestra parte de mas de 600 adultos de
Cerambyx spp. entre el otofio de 2001 y el otofio de 2002, procedentes de diversos puntos
geogrificos, principalmente de dos alcornocales en San Bartolomé de la Torre y Almonte
(Huelva), pero también de diversos términos municipales extremefios (Alburquerque, Cheles,
Monesterio, Jerez de los Caballeros, Coria y Mérida), revelé que todos ellos pertenecian a la
especie C. welensii.

Por ultimo, cabe indicar que la especie P. germari podria apuntar una presencia y
relevancia mayor a la que se le ha otorgado hasta la fecha. En la primavera de 2001
identificamos unas 20 larvas procedentes de la campifia cordobesa, que resultaron pertenecer
a esta especie. Asi mismo, muestreos preliminares sobre alcornoque en el término municipal
de Almonte, sobre arboles y tocones elegidos al azar, permitieron capturar algunas larvas que
resultaron pertenecer a la especie mencionada; se detectaron, incluso, adultos muertos entre
las grietas de la corteza en esta finca, y también en el suelo en la finca “La Jareulla” del
término municipal de Niebla. El numero de ejemplares de esta especie capturados el verano
de 2002 en Almonte, en la misma dehesa de alcornoque donde se hicieron las capturas de C.
welensiz, alcanzo los 200.

Aunque después de lo expuesto nuestro abanico se haya reducido practicamente a las
dos especies que parecen predominantes (Cerambyx welensii y Prinobius germari) (figura 1.3), hay
una cuestion trascendente que conviene resaltar a la hora de plantear cualquier actuvidad que
mmplique la captura y manipulaciéon de ejemplares de estas especies —especialmente debido a la
similitud morfolégica resefiada-, y es que la especie Cerambyx cerdo goza de proteccidén al
amparo de diversas normativas nacionales e internacionales.

Figura I.3. Macho de Cerambyx welensii (a) y pareja de Prinobius germari (b)
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Respecto a la legislacién comunitaria, dicha especie figura —tras la actualizacién de los
anexos 11 y 11T en 1998- como “estrictamente protegida” en el anexo II del Convenio de
Berna del 19 de septiembre de 1979, relativo a la Conservacién de la Vida Silvestre y del
Medio Natural en Europa. Respecto a este Convenio, ratificado por Fspafia el 13 de mayo de
1986, parece existir cierta polémica. Espafia firmé el Convenio con la reserva de que las
especies de invertebrados del anexo II (“estrictamente protegidas”) pasaran al anexo III
(“especies protegidas”), y asi queda catalogada esta especie en la legislacion nacional
(Romanyk y Cadahia 1992) mientras que para el Consejo de Europa pettenece al anexo 1L

También queda catalogada como “especie de interés comunitario, para cuya
conservacién es necesario designar zonas especiales de conservaciéon” en el anexo II de la
Directiva 97/62/CE. de 27 de octubre de 1997, por la que se adapta al progreso cientifico y
técnico la directiva 92/43/CEE relativa a la Conservacién de los Habitats Naturales y de
Fauna y Flora silvestres. La Directiva 97/62 (conocida como “Directiva Hébitats”) ha sido
transpuesta al ordenamiento juridico espafiol mediante el Real Decreto 1193/1998, de 12 de
junio, por el que se modifica el Real Decreto 1997/1995 de 7 de diciembre, y en el que se
establecen medidas para contribuir a garantizar la biodiversidad mediante la conservacion de
los habitats naturales y de la fauna y flora silvestre. En ella la especie queda recogida en su
anexo II en los mismos términos que en la Directiva 97/62. Por dltimo, la Union
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza la considera especie vulnerable (IUCN
1996).

El estado fisiolégico del arbolado y la colonizaciéon por los insectos

Conocer el estado inicial de los hospedantes de las larvas para insectos xilofagos es
dificil, porque raramente se tiene la oportunidad de establecer las condiciones de la planta
pteviamente al ataque (Hanks 1999). Por ello, como punto de partida conviene considerar
que las especies implicadas son capaces de atacar a los 4rboles en cualquier estado de salud, y
después ir petfilando el “hospedante tipo” asociado a cada una. Notario y colaboradores
(1993) ya se cuestionaron el papel real de insectos xiléfagos (cerambicidos y bupréstidos) en
la dindmica del monte, ya que su asidua presencia en pinos con sintomas de grave deterioro y
el alto nivel alcanzado por sus poblaciones se vieron acompafiados por la aparicién de
numerosos pies adultos que morfan sin presentar una causa evidente conocida, pero donde se
hallaban en abundancia larvas de estos xilofagos.

El ataque de este tipo de insectos puede verse favorecido por perfodos criticos para el
arbolado, en los que se acusa pérdida de turgencia y marchitamiento, desequilibrios osméticos
y paralizacién de la secrecién de savia (y oleorresinas en coniferas); todo lo cual reduce su
capacidad de defensa y permite la penetracién xiléfagos (Chararas 1978).

El inicio de la serie de xiléfagos parece intimamente relacionado en la mayotia de
ocasiones con fuertes ataques previos de orugas de diversos lepidopteros (tortricidos,
limantridos, geométridos, lasiocampidos y noctuidos; Compte y Caminero 1982). En
ocasiones puede ser otra plaga o enfermedad la que debilite al arbol (tiene especial mnterés en
este sentdo el hongo Phytophthora cinnamoms), facilitando la invasién de xil6fagos primarios
que, con la muerte del drbol o alguna de sus partes, dan lugar a la aparicién de los diversos
xil6fagos secundarios. Moral y colaboradores (1994) concluyen que estos insectos estin
adquitiendo un protagonismo que no les corresponde a causa del envejecimiento al que
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hemos conducido nuestras dehesas. Si esto es asi deberia existir alguna forma de que el
insecto detecte las plantas mas adecuadas para su desatrrollo y evite las inadecuadas; se ha
comprobado en muchos casos que en esta cuestién juega un papel primordial la informacion
quimica interespecifica (Dicke ez /. 1989; Wadhams 1992 y Pickett ez a/. 1995).

Dichas consideraciones no resultan muy halagiiefias dada la situacién actual. Por un lado,
la presencia de defoliadores asociados a la dehesa va a estar pricticamente garantizada.
Resulta ilustrativa al respecto la setie de trabajos de Toimil (1988 a y b) y Granados y
colaboradores (2001) sobre la evolucién de poblaciones de lepidépteros defoliadores de
encinar en el Andévalo occidental (Huelva). Los resultados de estos autores indican que tras
mas de una década, en la que hubo un tratamiento con insecticida y posteriormente las
poblaciones evolucionaton sin intervencién humana, la poblacién de defoliadores se ha
recuperado y presenta unos tamafios poblacionales muy elevados, causando importantes
defoliaciones en los pies afectados. Por otro lado, la ausencia de regeneracién y el
envejecimiento en las dehesas es un problema facilmente apreciable y cuya gravedad ha
trascendido del ambito forestal y agronémico, para ser denunciada por investigadores,
técnicos y asociaciones conservacionistas (San Miguel 1994).

Se ha considerado que la accién de estos cerambicidos se restringe, por lo comun, a
ejemplares arb6reos decadentes o que presentan mal estado fisiolégico (Romanyk y Cadahia
1992; El Antry 1999). Esta cuestién parece corroborada por los resultados obtenidos por
distintos investigadores (Moral ez al 1994; Soria et al 1996), que apuntan a un ataque
preferencial sobre pies de gran didmetro (por encima de los 2 m de circunferencia) y, por
tanto, de edad considerable, junto al hecho de que los orificios se encuentren en las zonas
mas dafiadas, “a menudo desprovistas de cortega y secas de las encinas afectadas” (Soria et al. 1996).

Intentando relacionar el grado de ataque de estos insectos con algunos parimetros que
caracterizan las dehesas, Moral y colaboradores (1993, 1994) encontraron que las dehesas
sometidas a un aprovechamiento de tipo ganadero resultaban mds afectadas que las sometidas
a un aprovechamiento de tipo cinegético, donde la carga ganadera era nula o muy escasa y,
por tanto, presentaban mayor nimero de pies jévenes. Mis recientemente, Naveiro y
colaboradores (2002) muestran los resultados de su seguimiento en las dehesas extremenas
durante 1999-2000. Habiéndose prospectado 66 fincas, con un total de 6.557 arboles
estudiados (6.099 encinas y el resto alcornoques), sefialan que de los arboles que presentaban
poda abusiva y heridas en tronco (10% de alcornoques y 31,3% de encinas) el 54% presentan
galerias con cerambicidos (activas o viejas). Respecto a la variacién del ataque con respecto a
la localizacién altitudinal del arbolado, Moral y colaboradores (1989) encontraron un grado de
ataque significativamente mayor en los irboles situados entre 250 y 450 metros que en los
situados entre 450 y 700 metros.

Los dafios causados sobre el arbolado

Ya ha sido comentado que el tipo de alimentacién de estos insectos causa grandes
destrucciones en el lefio de los irboles. Estudios acerca de C. cerdo en el alcornocal de
Mamora (Marruecos) efectuados por El Antry (1999) pusieron de manifiesto que las larvas de
los dos tdltimos estadios, las mas dafiinas, llegan a perforar galerias elipticas de 60 cm de
longitud por 5 cm de anchura, consumiendo una media de 10 g de madera al mes. Esta autora
encontrd, asimismo, que un arbol débil podia albergar una cuarentena de larvas.

12
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Por nuestra parte, obtuvimos varias rodajas a partir de ramas caidas durante el otofio-
invierno de 2001. Entre las rodajas que presentaban orificios (causados por Cerambyx spp. y/o
P. germari) se escogi6 la que tenia la mayor supetficie de lefio (rodaja 1), asi como la de menot
superficie (rodaja 2) (figura 1.4). En ellas se midi6, junto con la supetficie de lefio, la
supetficie ocupada por cada orificio, asi como el didmetro o lado menor de los mismos. Los
resultados obtenidos se recogen en la tabla 1.3.

Figura |.4. Orificios de cerambicidos presentes en rodajas de alcornoque. a) rodaja 1; b) rodaja 2.

Tabla 1.3. Superficie ocupada por los orificios causados por Cerambyx spp. y/o P. germari en dos rodajas de
alcornoque. Sup= superficie. La columna bajo el epigrafe “%” indica porcentajes ocupados por los orificios
respecto a la superficie de lefio de las rodajas.

Rodaja Su(z.":(ze)no N° orificios Sup. tc;t:':‘%rlflclos Ran'g:nt:’er:sla(?r:;ros %
1 364 20 100,07 0,83a1,25 27,49
2 25,85 1 2,65 1,37 10,25

Destaca el hecho de que la pérdida de superficie de lefio debida a las larvas en la rodaja 1
suponga casi un tercio de su seccién; esta pérdida fue mayor del 10% en la rodaja 2, pero
debida a la accién de una sola larva. La superficie media ocupada por orificio en la rodaja 1
fue de 5 cm? + 2,48 (media + DT). La comparacién de este valor con la superficie del orificio
encontrado en la rodaja 2 —cuya forma y tamafio consideramos bastante representativa-,
refleja, tal y como se observa en la figura I.4a, que esta variacién en la seccidén/orificio se
debe en mayor medida a la presencia de galerias oblicuas respecto al eje de la rama, que a la
coexistencia de larvas de distinto tamafio. El grifico de la figura 1.5 ilustra esta cuestién.

Figura 1.5. Histograma correspondiente a los didmetros menores de los orificios presentes en las rodajas 1y 2.

Frecuencia
N [&) LN [¢)] [o,] ~

1. )
0 L 1 L] |
0,83 0,94 1,04 1,15 1,2 1,256 1,37

Diametro menor de orificio (cm)
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El elevado rango de didmetros menores medidos (0,83 a 1,37 cm) indica que todos los
orificios corresponden a larvas que se encontraban en estados de desarrollo muy avanzados.
Parece indicarse, en este sentido, que los orificios correspondientes a los didmetros 0,83 a
1,04 (15 orificios en total) correspondan probablemente a larvas de dlimo estadio, o
préximas al mismo. El resto de orificios corresponderian a individuos de gran tamafio. Llama
la atencién, pues, la ausencia de galerias cotrespondientes a larvas jovenes, hecho que se ha
comprobado en otras ramas perforadas por estas especies. Las observaciones de El Antry
(1999), asi como los datos anteriores, ponen de relieve la magnitud de los dafios que este
grupo de especies puede llegar a causar. Generalmente, dichos dafios desembocan en roturas
de los 6rganos aéreos, debidas al viento o por su propio peso.

Por otro lado, la convivencia en el hospedante con hongos patoégenos como Biscogniaunxia
mediterranea y Botryosphaeria corticola, o de pudticién como los del género Stereusrs, podtia tener
como consecuencia que la actividad de estos insectos facilite la infeccién con los mismos.
Moral y colaboradores (1989) ya apuntan la asociaciéon con el hongo de pudricion, y Ragazziy
Tiberi (1998) especulan con la posibilidad de que los insectos fitéfagos (cerambicidos entre
ellos) puedan desempefiar un importante papel como vectores de hongos patogenos en
Quercus spp. Los trabajos de Ostry y Anderson (1995) hacen aumentar estas sospechas, ya que
mostraron la existencia de relacion entre la infeccion de Populus tremuloides con ascosporas de
Hypoxcylon mammatum y las roeduras de oviposicién del cerambicido Saperda inornata.

Moral y colaboradores (1993, 1994) obtuvieron algunos resultados bastante elocuentes
sobre la potencialidad de los dafios que podrian llegar a producirse. Sobre una amplia muestra
de arboles escogidos por toda la dehesa extremefia (19.998 pies agrupados en 666 estaciones
elegidas al azar), el 18,38% de encinas y el 13,38% de alcornoques resultaron parasitados por
Cerambyx spp., existiendo zonas donde el porcentaje afectado superaba el 40%.

La posibilidad de ataque sobre arboles no neccsariamente decrépitos la ilustra Moral
(1994),quien encontrd bosquecillos “jovenes” de alcornoque (de unos 70 afios de edad)
donde la frecuencia de aparicién de ramas desgajadas o pies abatidos por el viento se
consideraba superior a la normal. En estos pies se encontraron abundantes “taladros” de gran
dimencién (20-25 mm dc didmetro mayor) bien definidos, tanto en ramas relativamente
jovenes como en el tronco (casi con seguridad atribuibles a insectos del grupo Cerambyx).
También encontro arboles jovenes (con 15 afios de edad) parasitados, en zonas muy atacadas.

Lo anterior abtre unas petspectivas en cierto modo alarmantes sobre la posibilidad de
dispersién de estos insectos en situaciones de plaga intensa. Esto se debe a que podria darse
el caso, como apuntan Moral (1994) y Nufiez (2002), de que en situaciones de altos tamafios
poblacionales la capacidad de colonizacién de nuevos hospedantes por parte de estos insectos
trascienda del estado de vigor del arbolado (como ocurre para algunos escolitidos de
coniferas), de tal manera que se lleguen a producir infestaciones generalizadas de pies de
todas las edades y estados fisiologicos. Observaciones efectuadas recientemente en el valle de
Los Pedroches (Cordoba) han dado la voz de alarma sobre el hecho de que puedan estar
produciéndose situaciones de este tipo (Navarro y Fernandez 2001).
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1.2.1.3. Las posibilidades de control de cerambicidos xilofagos

Medidas propuestas y estudiadas en Espaiia sobre las especies de interés

El primer aspecto destacable antes del desarrollo de este apartado, y que refleja el grado
de atencién que se ha prestado tradicionalmente a estas especies, es la consideracién por
parte de Romanyk y Cadahia (1992) de que hasta la fecha no se habian realizado estudios
sobre la posibilidad de control de este tipo de xiléfagos. Dicha consideracién se mantiene en
la edicién revisada del afio 2002 de la misma obra. Las propuestas encontradas en nuestra
revisién son escasas, y constituyen medidas de tipo socio-politico o bien selvicola (Moral ¢z a/.
1989 y 1994; Naveiro y Morcuende 1994), como son las siguientes:

e Rentabilizar la dehesa, favoreciendo de esa forma su equilibrio de fauna y flora.

e Investigar acerca de sus posibilidades cinegéticas, de aprovechamiento del cerdo
ibérico o la extraccién de productos naturales con interés médico o industrial.
Desarrollo de un turismo cientifico-ecolégico.

Quema con caricter general de la madera caida que presente galerias, cuidando de
finalizar esta operacion antes de la época de vuelo de los insectos.

e Corta y destruccion de los mufiones que quedan en el arbol tras la caida de la rama,

ya que pueden albergar, incluso, mas larvas que aquella.

Buscar el rejuvenecimiento de las masas.

Apeo y quema de los arboles viejos muy afectados.

Equilibrar la carga ganadera y repartir los lugares de redileo.

Podar con mesura el arbolado.

Por otra parte, el empleo de trampas de luz (Morcuende y Naveiro 1993) ofrece
resultados muy limitados. Durante tres afios (1990-1992) estos autores utilizaron una trampa
de vanos metslicos cruzados dotada de una bombilla de 200 vatios y depésito inferior. Se
conectaba diariamente a la puesta de sol y se recogian los insectos después del amanecer,
permaneciendo instalada durante los meses de junio, julio y agosto (13 semanas en total). Las
capturas efectuadas oscilaron entre 19 y 34 ejemplares (C. welensis) y entre 7'y 17 (P. germar).
Recientemente, entre 1999 y 2001, la asociacién GEDES ha empleado la misma metodologfa,
capturando entre 6 y 24 e¢jemplares de C. welensii y 5 — 18 de P. germari; asi mismo, indican la
captura de un ejemplar de C. cerdo.

Tanto en uno como en otro caso la trampa era “de tipo seco”, es decir, el recipiente
recolector no contenia ningun liquido, por lo que podia darse el caso de que los adultos
escaparan de la misma. En este sentido, Nakamura y colaboradores (1999) estiman en un
30% las pérdidas de ejemplares de Monochamus alternatus por escape de trampas comerciales
que no usaban liquido o algin agente letal en su receptaculo de captura. En el segundo de los
casos citados la recogida de insectos de las trampas fue semanal, por lo que creemos que la
posibilidad de huida de estos insectos —que son buenos voladores- debi6 de ser mais alta que
en el primero de los casos (recoleccidn diaria).

Los individuos de la especie C. welenszz muestran cierta tendencia a acudir hacia la luz de
las linternas cuando se les obliga a levantar el vuelo, aunque este comportamiento no ticne
lugar siempre. Morcuende y Naveiro (1993) apuntan algo similar, indicando que habia
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muchos dias sin ninguna captura en sus trampas de luz ya que se observé que una ligera brisa
evitaba que los adultos abandonaran los 4rboles (o si lo hacian resultaban incapaces de
dirigirse a la trampa). Por lo que se refiete a P. germari, aunque Vives (2001) considera que
resulta fuertemente atraido por la luz ultravioleta, hemos observado que rehuye por completo
la luz de las linternas, lo cual se pudo comprobar también con los insectos guardados en el
laboratorio cuando resultaban iluminados durante la noche.

Medidas estudiadas sobre otros cerambicidos xil6fagos

Con otros cerambicidos xil6fagos se han estudiado distintas formas de control.
Presentaremos las mismas, segiin su naturaleza, en cuatro grupos: formulaciones de
naturaleza quimica, formulaciones basadas en organismos entomopatégenos, métodos de
captura mediante trampas cebadas con sustancias atrayentes y métodos basados en el empleo
de insectos parasitos.

Formulaciones fitosanitarias de naturaleza quimica

Algunas de las formulaciones de naturaleza quimica estudiadas con cerambicidos
xil6fagos se resumen en la tabla I.4. La mayoria de compuestos reflejados en ella tienen
actividad sistémica y por contacto (ometoato, monocrotofds, dimetoato, forato, imidacloprid
y aldicarb), otros actian por contacto y/o ingestién (los piretroides, dimilin, clorpirifés y
esfenvalerato).

Tabla |.4. Algunas formulaciones de naturaleza quimica estudiadas para el control de cerambicidos xilofagos. E=
efectividad (%).

Especie Compuesto E (%) Observaciones Referencia
. . Ometoato, Inyeccién en tronco; 5 ml/galeria larvaria. .
Anoplophora chinensi monocrotofés 91-100 Soluciones al 40%. Dai (1994)
. . Diclorvés 40%- Volatil. Varillas impregnadas e introducidas en cada Zhao et al.
Apriona germart EC. 825  galeria; 300 mi por galeria. Solucién 1:100. (1994)
Acalolepta mixta : . o -
Platyomopsis pedicornis Dimetoato - Mezclado con aceite de petroleo al 10%. Smith (1996)
Ramas-cebo empapadas con soluciones acuocsas.
Anoplophora glabripennis Aldicarb, forato, 83-99 Méas efectivo el aldicarb (sistémico) a 50 mg/mi Liang et al.
Apriona germari monocrotofés 89-100 (para Apriona, también el forato). (1997)
75 g/arbol de aldicarb originé efectividad del 100%.
a-cipermetrina,
] ; fenpropatrina, . ! ) . Liang et al.
A. glabripennis esfenvalerato, >90 El compuesto mas efectivo fue a-cipermetrina. (1997)
monocrotofos
. Imidacloprid NP Machado y
Macropophora accentifer 100-AL 94, 84 Sistémico. Raga (1999)
. . . . “Actividad sistémica potencial”..Aplicado al suelo o Nowak et al.
Anoplophora glabripennis Imidacloprid - inyectado en el arbol. (2001)
FE Mezcla de pesticidas micro-encapsulados, con -
0,
Monochamus alternatus lellm 18% + - efecto significativo. El dimilin por separado ofrecio Wang et al
ngaosha IV (2000)
peor resultado.
Clorpirifés,
. a-cipermetrina, } Barani et al.
Saperda carcharias metilclorpirifés 100 (2000)

+ cipermetrina
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Formulaciones basadas en organismos entomopatigenos

En cuanto a las formulaciones basadas en el empleo de organismos entomopatogenos,
varias han sido probadas con intercsantes porcentajes de éxito respecto a cerambicidos
perforadores.

Por lo que se refiere a formulados a partir de hongos, los constituidos por Beanverza
bassiana han resultado efectivos frente a larvas de Arbapalus syriacus (Campadelli y Sama 1993),
Monochamus alternatus (Shimazu et al. 1995) y Monochanus lewconotus (Shoeman y Shoeman 1997).
Shimazu y colaboradores (1995) dan, ademis, algunas indicaciones sobre la forma de
aplicacién mas ventajosa, resultando que el empleo de pedazos de tela impregnados con el
entomopatdgeno resulté més efectivo que la pulverizacién del formulado, y mas practica que
la implantaciéon de semillas contaminadas. Otro hongo del mismo género, Beanveria
brongniartsi, mostrd una eficacia del 84 al 100% frente a Anoplophora malasiaca, mediante la
aplicaciéon de laminas de espuma de poliuretano con 108 conidias/cm? (Kashio y Grey 1996);
también resultd efectivo frente a Psacothea hilaris y Apriona japonica (Higuchi y colaboradores
1997). Por 1ltimo, los formulados a partit de Mezarhigium anisopliae obtuvieron una efectividad
del 88% sobre larvas de Macropophora accentifer Machado y Raga 1999).

Tsutsumi y Yamanaka (1995 y 1997) examinaron la posibilidad de infeccién de los
adultos de Psacothea hilaris con el hongo Beauveria brongniartii, asi como su transmisién
mediante el apateamiento. La efectividad de la infeccién resulté del 30 al 100% en
laboratorio, segin el método empleado para favorecer la misma. Los ensayos de campo
mostraron el 90% de efectividad sobre adultos a los 10 dias, que decreci6 hasta el 57%
después de 31 dias. La efectividad de la transmisién entre ejemplares a través del
apareamiento resulté del 100% dos hotas después de la inoculacién, pero dectecié hasta el

40%-60% a los cinco dias.

Respecto al empleo de nematodos, Xu y colaboradores (1995) emplearon la especie
Steinernema carpocapsae (formulado Nemagard S) frente a Aristobia testudo, cncontrando una
efectividad del 73,3-100%. Otra especie, Heterorhabditis megidis (Nemagard H), ofrecié una
eficacia del 100% frente a Saperda carcharias (Baraniy colaboradores 2000).

Por tdltimo, resefiamos los trabajos de Sun y colaboradores (1997). Estos autores
comprobaron la actividad, sobre larvas de Angplohora glabripennis, de bacterias capaces de
elevar la temperatura de congelacién. Encontraron que la inoculaciéon con dichas bacterias
elevd la temperatura critica inferior de los insectos entre 5,62 y 7,04°C, dependiendo del
método de inoculacién empleado.

Métodos de captura mediante trampas cebadas con sustancias atrayentes

También se han podido encontrar algunos trabajos, que consideramos muy interesantes,
relacionados con métodos de captura mediante trampas cebadas con sustancias atrayentes.

Trampas sencillas consistentes en un recipiente con agua y un cebo con sustancias
atrayentes (metil-fenilacetato), han resultado eficaces para la captura de Anaghptus subfasciatus
(Nakashima e 2/ 1994), resultando los dispensadores de tipo gel hasta 4 veces mais efectivos
que los constituidos por una pieza de algodén. Postetiormente se encontrd que la mezcla de
la feromona sexual de este cerambicido con el metil-fenilacetato capturaba un nimero de
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hembras significativamente mayor que cualquiera de las dos sustancias por separado
(Nakamuta ez a/. 1997).

Mclntosh y colaboradores (2001) citan a Tilden y colaboradores (1983) y Wyatt y
colaboradores (1997) para comentar que para muchos perforadores de madera el estimulo
quimico a larga distancia es aumentado aparentemente por estimulos visuales a corta distancia
procedentes de la silueta de los arboles. Por ello, compararon distintos tipos de trampas
cebadas, encontrando que la mas eficaz fue una con dos vanos cruzados. Por otro lado
apuntan que, a pesar de su menor eficacia, las trampas de embudos multiples son las unicas
operativas en el presente, por su ligereza, por ocupar poco espacio al poder compactarse y
por ser capaces de resistir fuertes vientos a la vez que representan un fuerte estimulo visual.
Estos autores consiguieron la sorprendente cifra de 27.336 capturas con 50 trampas durante
15 semanas, correspondiendo el 73% de ellas a los cerambicidos Monochamus spp. y Xylotrechus
longitarsus y a bupréstidos del género Buprestes.

De Groot y Nott (2001) encontraron una mayor efectividad en la captura de Monochamus
scutellatus para las trampas de silueta oscura que para las de silueta clara; aunque este aspecto
no fue determinante para Monochamus notatus. En otras especies, en cambio, las trampas con
cubo y sin silueta fueron tan efectivas como las de silueta negra. Concluyen que una trampa
de cubo con silueta negra esti recomendada para uso general en capturas de cerambicidos
xiléfagos y bupréstidos. Las cifras de sus resultados son abrumadoras: mds de 2.220
ejemplares de M. scutellatns y casi 3.000 de M. mutator fueron capturados en una semana con
60 trampas.

Finalmente, citaremos una interesante linea de trabajo en la cual se estudia la posibilidad
de atraccién mediante volatiles de plantas hospedantes en combinacién con feromonas de
escolitidos. Allison y colaboradores (2001) demostraron que Monochamus clamator, M. notatus,
M. obtusus y M. scutellatus eran atraidos por feromonas de escolitidos de los géneros Ips 'y
Dendroctonus, con los cuales comparten hospedantes, en combinacién con volitiles
procedentes de los propios drboles. En dos de las especies M. clamator y M. scutellatus la
respuesta se produjo frente a la feromona, incluso en ausencia de los volatiles vegetales. De
Groot y Nott (2004), en cambio, no encontraron diferencias entre la atraccién producida por
feromonas tinicamente y la otiginada por el a.-pineno; y tampoco encontraron evidencia de
sinergismo entte este compuesto y las feromonas empleadas.

Recientemente se han obtenido los primeros resultados de la aplicacién en Espafia de
esta posibilidad de captura, sobre Monochamus galloprovincialis (Pajares e al. 2004). Estos autores
emplearon trampas cebadas con feromonas del género Ips, solas o en combinacién con
voladles de origen vegetal (trementina, etanol y a-pineno). Encontraron que la feromona
ipsenol resultaba atractiva para el cerambicido, y que se producian sinergismos entre dicho
compuesto, el a-pineno y el etanol. Pero las mayores capturas se produjeron combinando
estos dos volatiles con las cuatro feromonas estudiadas; uno de los inconvenientes
encontrados resulté ser el alto nimero de predadores de escolitidos (Thanasimus formicarius y
Temnochila coerulea) que fueron capturados por dicha trampas.
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Métodos de control basados en el empleo de insectos pardsitos

Respecto a los métodos de control basados en el empleo de insectos parasitos de
cerambicidos xilé6fagos en sus distintas fases, no se han encontrado referencias concretas
sobre aplicacién y resultados. Si han sido citados distintos parésitos asociados a diversos
cerambicidos perforadores, pero entre nuestras especies de interés este campo ha sido poco
desarrollado. Se ha citado como patasito de larvas sobre P. germari tan solo al himenoptero
bracénido Ountsira longicandis Giraud (Vives 2000, citando a Colas 1973). Respecto al género
Cerambyx, los primeros estadios de C. cerdo pueden ser atacados por los himenodpteros
icneuménidos Dolichomitus imperator (Kriechbaumer), Ephialtes manifestator, Megarhyssa gigas
Laxman, Odontocolon appendiculatus y Rhimphoctona amoena Gravenhorst, asi como pot Onfsira
longicandis y por cl calcidido Oobius rudnewi Novicky (Vives 2000). Este Gltimo himenéptero es
clasificado como Encyrtidae y considerado parisito de puestas por El Antry (1999), quien
apunta que podtia ser utilizado como medio de lucha biologica.

Como ejemplo de la posibilidad de aplicacion de estos métodos, aunque no se considete
xiléfago estricto dadas sus preferencias subcorticales, citaremos el caso del cerambicido
Phoracantha semipunctata F., para el cual si se estin estudiando experiencias de control basadas
en el empleo del himenéptero encirtido A vetianella longoi Siscaro, parasito de puestas, segin la
metodologia propuesta por Mansilla y colaboradores (1999).

Otras posibilidades de contro/

Finalizaremos este apartado mencionando otras lineas de investigacién sobtre
posibilidades de control de cerambicidos xiléfagos, distintas a las mostradas hasta ahora.

Algunos investigadores (Rohitha ez 4/ 1994; Hyvernaud ef a/ 1996; Haack ez al 2002)
estdn desarrollando una linea encaminada a la deteccién de larvas de este tipo de insectos
mediante técnicas actsticas. Estas técnicas novedosas encuentran una aplicacién muy
interesante de cara al muestreo de estos insectos mediante métodos no destructivos.

El hecho de que las hembras de Monochamus aliernatus usaran sus palpos maxilares y
labiales para reconocer las gtietas que ya contienen huevos, mientras buscan lugares para
ovipositar, motivd que Anbutsu (2001) investigara la actividad repelente hacia la puesta por
parte de diversos compuestos. Probaron dos tipos: por un lado, la secrecién depositada por
las hembras inmediatamente después de su oviposicién (parecida a la jalea), por otro, los
extractos metandlicos de los 6tganos reproductivos de las hembras. Vieron que la mayor
parte de las hembras abandonaban las grietas artificiales que encontraban untadas con dicha
jalea; en cambio, si las grietas no estaban untadas, la oviposicién tuvo lugar la mayor parte de
las veces. Por otro lado, la mayoria abandoné las grietas tratadas con extractos metanodlicos de
glandulas espermatecales u otras estructuras reproductivas tras su palpacion, pero la
oviposicién se produjo en las grietas tratados s6lo con metanol.

Berkov y colaboradores (2000) estudiaron la relacién entre cerambicidos xiléfagos
brasilefios y sus plantas hospedantes. Encontré que dos de las cinco especies arboreas
estudiadas (Cowuratari stellata y Gustavia hexcapetald) albergaban muy pocos cerambicidos; ambas
especies se caracterizan por su olor fétido. Analizaron los volatles de C. steltata y otras dos
especies muy colonizadas (Lecythis poiteani y FEschweilera coriacea), encontrando que los
compuestos sulfiricos comprendian casi el 15 % de los volatiles en C. ste//ata mientras que en
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las otras dos especies eran componentes minoritarios. El compuesto sulfurico S-
metilmetionina, aislado de muestras de madera de C. stellata, parecia ser el mayor
contribuyente al mal olor distintivo. Como conclusién planted la hipdtesis de que este tipo de
olor podria actuar como repelente para la bisqueda de lugares adecuados de oviposicién por
parte de estos insectos.

Medidas estudiadas sobre otros insectos, que podrian ser de aplicacion a
cerambicidos xil6fagos

Vamos a recoger bajo este epigrafe los métodos que han sido empleados sobre otros
grupos de insectos al margen de los cerambicidos xilofagos estrictos, pero que creemos
podtian constituir campos interesantes de investigacién, dados los esperanzadores resultados
obtenidos. Comentaremos brevemente algunas cuestiones acerca del empleo de extractos
vegetales con actividad inhibidora de la alimentacién o de algin otro comportamiento de los
insectos, asi como de la nueva generacién de formulados a base de compuestos minerales
mnertes.

En lo referente al empleo de compuestos repelentes e inhibidores de la alimentacion, por
el momento parece haber escasos estudios con insectos emparentados con nuestras especies
dc interés; en cambio si hay bastantes trabajos interesantes con otros grupos —baste para ello
consultar 2 Van Beek y De Groot (1986), Jermy (1990) o Morgan y Mandava (1990)-. Resulta
relevante el caso de las termitas, cuyo tégimen alimenticio guarda cierta similitud con los
cerambicidos xil6fagos. Lépez y colaboradores (1998) comprobaron que los extractos de
Daphne gnidium, Chrysanthemum coronarium y Anagyris phoetida provocaban la inhibicién de la
alimentacion de termitas de la vid (Kalzermes flavicollis). Por otro lado, la materia activa
azadiractina -procedente de las especie .Agadirachta indica- bajo el formulado cometcial
Extracto de Nim, también inhibié fuertemente su alimentacién, provocando ademis un
dristico aumento de la mortalidad en la especie.

La eficacia de extractos en bruto de Daphne gnidium y Anagyris phoetida como repelentes
para varios insectos, incluido el crisomélido Leptinotarsa decemiineata, ha sido estudiada,
también, por Ocete y Pérez (1996). Estos autores encontraron que las hembras del
crisomélido detivaban una patte importante de la puesta hacia especies vegetales libres de
tratamiento, y apuntan que los extractos pueden tener un cierto efecto disuasorio de la
oviposicion. Ademis, las poblaciones de estos insectos en las plantas tratadas y no tratadas
presentaron niveles significativamente diferentes.

Dados los problemas de toxicidad, aparicién de resistencias y coste de los insecticidas
convencionales, han cobrado gran impulso en los ultimos afios las propuestas de empleo de
formulados cuyas materias activas consisten en los denominados “polvos imertes”. Golob
(1997) caracteriza y tipifica muy claramente estas sustancias, entre las cuales las mis
representativas son las denominadas “terras de diatomeas” (depdsitos geoldgicos
consistentes en restos fosilizados de numerosas especies de organismos marinos y de agua
dulce, fundamentalmente diatomeas y otras algas) y los formulados a base de caolin (un
aluminosilicato blanco no abrasivo, de finos granos).

Segun Fields y Korunic (2001) se considera generalmente aceptado que el modo de
accién de estos compuestos no es de naturaleza quimica sino fisica, mediante desecacién, al

20



Capitulo I

dafiar la cuticula de los insectos por abrasién y/o por causar la remocién de su capa de ceras
mediante la adsorcién de las mismas (Korunic 1998). Otro modo de accién apuntado por este
autor, citando a White y colaboradores (1966), es la tepelencia causada por la presencia fisica
del polvo. Los trabajos de Glenn y colaboradores (1999) y Puterka y colaboradores (2000)
describen la actividad insecticida del polvo de caolin como formulado hidrofébico, indicando
que ésta se produce por vatrias razones: el recubtimiento originado vuelve la planta no
reconocible visual o tictilmente por el insecto; ademds, el comportamiento de los insectos a
todos los niveles, desde el desplazamiento hasta la oviposicién, resulta severamente
perjudicado al adherirse las particulas a su cuerpo cuando caminan sobre ellas.

Entre las importantes cualidades de estos productos destaca su muy baja toxicidad para
mamiferos, encontrandose con profusién citas al respecto que recogen como dichos
compuestos estin admitidos por la legislacion de diversos pafses para su uso en variados
procesos industriales, desde filtros de zumos y licores, detergentes, desodorantes o filtros de
piscinas, hasta aplicaciones como aditivos alimentarios -ver en especial Golob (1997) y
Korunic (1998)-.

Otro aspecto interesante de los mismos es que al no depender su accién de funciones
metabolicas se ha postulado que resultatia poco probable que los insectos desatrollaran
tesistencias a los mismos. No obstante, Korunic y Ormesher (1998) resaltan que en pruebas
de laboratorio algunos insectos —potr ejemplo la importante plaga de semillas Tribolum
castanenm- pueden haber reducido su susceptibilidad tras la exposicién a tierras de diatomeas
durante 5-7 generaciones. Al respecto, Fields y Korunic (2001) sugieren que seria necesatio
emplear estrategias para prevenir la aparicién y generalizacién de resistencias, aunque no se
hayan citado atn casos de este tipo en condiciones de campo. Sin embargo, podtria ser posible
que los insectos desarrollaran, como respuesta a este material, un comportameinto que les
hiciera evitar el contacto fisico con el mismo (Golob 1997; citando a Ebeling 1971).

Las propuestas de aplicacién de estos compuestos han estado hasta el momento
practicamente restringidas al control de plagas de cereales almacenados, donde se considera
que compiten ventajosamente con los insecticidas tradicionales merced a las ventajas citadas.
Pero los trabajos de Glenn y colaboradores (1999), Puterka y colaboradores (2000), y
Lapointe (2000) apuntan la eficacia de los mismos en aplicaciones sobre otros tipos de
fit6fagos, en especial los foliares (los dos primeros autores sobre pulgones y el tercero sobre
el curculidnido defoliador Diaprepes abbreviatus), 1o cual deja abierta la posibilidad de su accion
sobre fitbfagos con otros habitos.
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1.2.1.4. Las perspectivas de control de cerambicidos xil6fagos de encina y alcornoque
en un contexto de Control Integrado de Plagas

El planteamiento clisico del Control Integrado de Plagas persigue reducir o mantener a
niveles tolerables determinadas poblaciones de insectos mediante la conjugacién de todas las
tacticas posibles (Coulson y Witter 1990), tomando como base los principios de la ecologia.
Para desarrollar este planteamiento es preciso tener un conocimiento preciso de la biologia de
los insectos, junto con los caracteres culturales de los arboles y las condiciones de estacion de
su lugar de asiento. Ademds, es necesario establecer cudndo consideramos quc la actividad de
estos xil6fagos se estd extralimitando de su papel de “acompasiantes al bien morir” del arbolado
cercano a su longevidad fisiolégica maxima (Moral 1994).

Las medidas de naturaleza selvicola y de ordenacién encaminadas al rejuvenecimiento de
la arboleda apuntadas por Naveiro y Morcuende (1994), y Moral y colaboradores (1994) son
imprescindibles, pero es obvio que su planteamiento o aplicacién no se llevan a cabo
adecuadamente, ya que nuestras dehesas parecen seguir un camino hacia lo que San Miguel
(1994) —citando a Montoya- define como “dehesa f6sil”. En estas circunstancias el tiesgo de
aumento de poblaciones de estos insectos se incrementa y, con ello, el peligro de infestacion
no sélo del arbolado adulto sino también de los pies jovenes.

Llegados a este punto, poco se sabe acerca del control de las especies de interés y
muchas son las medidas con cierto potencial que podtian estudiarse. Por otro lado, aunque su
biologia resulta conocida en términos generales, faltan estudios detallados sobre el
comportamiento de estos insectos, en especial para Prinobius germari, la especie menos
conocida. Para plantear el estudio de posibles medidas de control en términos de control
integrado, hay que resaltar algunas cuestiones importantes relacionadas con el
comportamiento de estas especies, el ecosistema en que se las encuentra —en particular las
dehesas- y su situacién normativa:

e Son especies que presentan un dilatado periodo larvario, durante el cual permanecen
la mayor parte del tempo en el interior de los 6rganos lefiosos de la planta. Los
adultos parecen mostrarse tesistentes, poco longevos, de aparicién escalonada,
habitos nocturnos y un desconocido comportamiento alimenticio (Romanyk y
Cadahia 1992; Moral 1994; Lifian 1998; Vives 2000 y 2001).

e Habitan en un ecosistema caracterizado por su complejidad ecoldgica y econdmica,
que refleja la diversidad biolégica y ambiental de los agrobiosistemas mediterraneos
(San Miguel 1994).

e Lntre los insectos implicados podria aparecer una especie protegida por la
legislacién nacional e internacional.

Estas consideraciones nos hacen plantearnos la conveniencia, en términos de eficacia y
admisibilidad ecoldgica, de algunas de las medidas comentadas en parrafos anteriores de cara
al control integrado de nuestras especies problemaiticas.

El empleo de los insecticidas convencionales propuestos para otras especies resulta de
dificil admisibilidad en estas circunstancias, ya que junto a sus distintos grados de toxicidad
(entre los citados, el diclorvés es muy toxico; Lifian 1994 y 2001) hay que considerar su riesgo
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asociado de fitotoxicidad, y que pricticamente todos poseen un espectro de accion
relativamente amplio, por lo que causan un cfecto indiscriminado. En cuanto a su eficacia
compartimos la opinién de Lépez y colaboradores (1998), pues el principal problema del
empleo de insecticidas frente a insectos con hdbitos semejantes no es ya el encuentro de
compuestos “blandos”, sino su aplicacién practica para que lleguen a incidir de manera
efectiva sobre los mismos.

Los formulados a base de microotrganismos entomopatégenos y polvos inettes carecen a
ptiori de buena parte de los inconvenientes de los anteriores (sobre todo la toxicidad y
fitotoxicidad), pero presentan el afiadido del poco conocimiento acerca de los mismos en
aplicaciones a insectos como los considerados; ain asi, acordamos junto a El Antry (1999)
que es una posibilidad a considerar. También lo es el estudio de productos repelentes e
inhibidores de origen natural; en este sentido consideramos muy interesante la
profundizacién en la linea apuntada por los recientes resultados de Anbutsu (2001), sobre la
hipotética posibilidad de evitar buena parte de la oviposicién en algunos insectos mediante la
aplicacién de productos inhibidores de la misma.

Las medidas que implican potenciar los enemigos naturales de los insectos problematicos
constituyen uno de los pilares del Control Integrado de Plagas, aunque precisamente las
situaciones de plaga suelen rebasar las posibilidades de control por parte de estos organismos.
La introduccién de los mismos es un asunto de mucho calado, que debe ser objeto de
cuidadosos estudios previos que no existen para nuestro grupo de especies, y para otras de
comportamiento parecido se encuentran en desarrollo. Avances en este tema sobre el
“longicornio asidtico” Angplophora glabripennis pueden consultarse a partir de Smith y
colaboradores (2002), Leellen y colaboradores (2002), y Zhong-Qi y Smith (2002).

El planteamiento de control integrado de las poblaciones de estos insectos desde unos
presupuestos de eficacia, selectividad de accién, respeto al equilibrio biolégico y economia,
hace necesario, pues, el estudio de nuevas medidas. Si se pudiera plantear como uno de los
pilares de la estrategia de control integrado una medida basada cn la atraccién de estas
especies, para afrontar su captura, la repelencia o la confusién especifica de las mismas en el
momento adecuado, estarfamos en condiciones de ascgurar, al menos en un porcentaje muy
alto, la selectividad de accién y el respeto al equilibrio biolégico. La admisibilidad econémica
serfa un paso a discutir posteriormente.

Coincidimos con Moral (1994) en que los métodos de atraccién basados en las trampas
de luz no resultan eficaces de cara a reducir tamafios poblacionales en situaciones
consideradas como plaga. En cambio, podtian setvir a la hora de poner de relieve la presencia
de los insectos o establecer una orientacién respecto a su periodo de vuelo.

Por lo tanto, la tinica manera de afrontar esta pretension es el estudio minucioso de los
pardmetros que hipotéticamente puedan afectar a los desplazamientos a larga distancia de
estos insectos, es decir, los relacionados con la localizacién de hospedantes, no hospedantes,
lugares de alimentacién y/o congéneres. En definitiva, el estudio de los compuestos llamados
semioquimicos aplicado al Control Integrado de Plagas forestales (Pickett ef @/ 1991). La
electrofisiologia de estimulos olfativos es una valiosa herramienta para abordar este tipo de
estudios.
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1.2.2. La aplicacién de los estudios electrofisiolégicos en el contexto del Control
Integrado de Plagas

1.2.2.1. Papel del olfato en el comportamiento de los insectos

Para la mayorfa de los animales las sefiales quimicas son a menudo mas importantes que
las visuales y auditivas a la hora de valorar su entorno ambiental; esto ocurre especialmente en
los animales inferiores, que tienen una fuerte dependencia de los estimulos olfativos y
gustativos (Schoonhoven 1990). Para los insectos la comunicacién quimica ocupa un lugar
destacado entre sus vatiadas formas de comunicacién, ptincipalmente entre individuos de la
misma especie (Gullan y Cranston 2000). Las antenas constituyen las estructuras sensotiales
periféricas involucradas en la deteccién de muchos importantes estimulos ambientales
(Zacharuk 1985), en particular para las especies nocturnas, que tienen limitado el empleo de la
vista (Gavillet 2002).

Existen diversos mensajeros quimicos que orientan el comportamiento de los insectos;
son los denominados semioquimicos (Law y Regnier 1971). La variedad de funciones que
pueden desempefiar los semioquimicos hizo necesaria la definicién de los tipos mas comunes:
feromonas, alomonas, kairomonas y sinomonas; y a tales efectos se consideran
tradicionalmente las breves y claras definiciones dadas por Nordlund (1981), que pueden
completarse a partir de Gullan y Cranston (2000) (anexo I).

Actualmente la investigacién electrofisiolégica y etoldgica sobre el papel que
desempefian los semioquimicos en los insectos estd centrada en su mayor parte en dos tipos
de relaciones: por un lado las que tienen lugar entre individuos de la misma especie (mediadas
por feromonas), y por otro lado las que se establecen entre el insecto y su planta hospedante
(mediadas por kairomonas). Segin Witzgall y Frérot (1991), el estudio de la estructura de las
moléculas implicadas en la comunicacién quimica puede arrojar resultados Utiles desde dos
puntos de vista: biosistematico y agronémico. En el primer caso, dicha estructura,
especialmente en el caso de las feromonas, puede ser tenida en cuenta para la clasificacién de
ciertos taxones de dificil encuadre -como los lepidépteros tortricidos de los géneros Notocelia
y Epiblema-; por otro lado, es util conocer la existencia de atrayentes que permitan el
seguimiento y control de las poblaciones de insectos.

La estructura de las feromonas revela que muchos compuestos naturales, tanto
procedentes de los vegetales como de los propios insectos (por ejemplo, las ceras cuticulares),
han sido utilizados por los insectos como precursores para la sintesis bioquimica de una
amplia gama de las mismas. Esto hace que en algunas especies dichos semioquimicos tengan
semejanza con productos del reino vegetal, sobre todo terpenoides, mientras que en otras
presenten estructuras sotprendentes y originales, muy diferentes a otras anteriormente
conocidas en la naturaleza (Ptimo 1991; Gullan y Cranston 2000). En particular, considerando
las estructuras quimicas de las feromonas de los coledpteros, se considera a estos como los
grandes quimicos de la naturaleza (Primo 1991).

La sensibilidad del olfato de los insectos hacia las feromonas es algunas veces muy alta.
En el caso de los machos de la mariposa de la seda (Bombyx mori), tal sensibilidad se debe al
gran numero de receptores especializados de las antenas (34.000), capaces de percibir la
feromona en concentraciones muy bajas: una molécula de feromona entre 107 moléculas de
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aire es suficiente para excitar un impulso nervioso una vez que alcance las neuronas
receptoras (Schoonhoven 1990). Este autor razona que no todos los receptores feromonales
muestran el mismo grado de sensibilidad, puesto que los umbrales de quimiorecepcion vatian
de modo que sélo sea detectada la informacién relevante del medio. En este sentido una
sensibilidad demasiado alta para ciertos compuestos podria resultar tan mala como una
demasiado baja.

Por lo que se refiere a cerambicidos, la primera feromona sexual femenina de largo
alcance conocida en esta familia es la perteneciente a Migdo/us fryanus, plaga de las plantaciones
de cafia azicar de Sudamérica, presentada por Leal y colaboradores (1994). Aunque se
identificaron dos compuestos especificos de las hembras (N-(2'S)-metilbutanoill 2-
metilbutilamina y N-formil L-isoleucina metil ester), las prucbas de campo con muestras
sintéticas revelaron que sélo la amida resultd activa; los aminoacidos derivados de ella no
incrementaron ni redujeron el nimero de capturas cn las trampas cebadas.

Desde ese momento varios investigadores han centrado sus trabajos en la determinacién
de compuestos con hipotética actividad feromonal, tanto masculina como femenina, en esta
familia, asi como en el estudio de la respuesta de comportamiento frente a dichos
compuestos y sus homologos obtenidos sintéticamente. De esta manera pueden encontrarse
al respecto varios trabajos sobre diferentes especies: Hylotrupes bajulus (Noldt ez al. 1995;
Fettkother ez al 1995), Anaghptus subfasciatus (Leal ez al. 1995; Nakamuta ef al 1997),
Anoplophora chinensis (Wang 2000), Psacothea hilaris (Fukaya y Honda 1995; Fukaya ef a/. 1997,
Fukusaki ef 2/ 1998), Anoplophora malasiaca (Fukaya et al. 1999) y Migdolus fryanus (Bento et al.
1993).

En cuanto a los semioquimicos que involucran a organismos de especies diferentes por
otras razones aparte de la alimentacién (aleloquimicos), en su deteccién intervienen también
neuronas receptoras de estructuras olfativas localizadas en la antena (Masson y Mustaparta
1990). Los volitiles de plantas son de principal importancia en la seleccién de huéspedes por
parte de muchos insectos fitoéfagos. Este comportamiento estd condicionado por las
kairomonas propiamente dichas, pero también se ha encontrado que la inhibicién o atraccién
hacia especies hospedantes puede estar determinada por la existencia en el medio de
sustancias volatiles procedentes de especies no hospedantes, que inducirfan un tipo de
discriminacién negativa. Este hecho ha sido demostrado para los coledpteros escolitidos de
coniferas Ips typographus, 1. duplicatus, Tomicus pinperda y T. minor en relacién con los volatiles de
corteza y hojas de las frondosas Betwla pendula, B. pubescen y Populus tremula (Zhang y Schlyter
1999).

En relacién con los coledpteros xiléfagos, la atraccidn ejercida por el arbol hospedador
hacia el insecto tiene una variada naturaleza: apartc dec la naturaleza quimica de los principios
esenciales de la savia que impregna el lefio, influye la edad del arbol, la época del afio, el
6rgano afectado (ramas delgadas, gruesas, tronco, raiz) y, muy especialmente, el estado
fisioloégico del arbol (Compte y Caminero 1982). En el caso particular de los cerambicidos
dicha atraccién puede ser motivada por distintas circunstancias, entre las que podriamos
destacar la bisqueda de sustratos adecuados para la oviposicion y el desarrollo de las nuevas

generaciones, asi como la busqueda de recursos alimenticios por parte de los propios adultos
(Hanks ez a/. 1998; Meurer y Tavakiltan 1997).
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Otro matiz respecto a la complejidad de accién de los compuestos aleloquimicos (sobte
cerambicidos pero también sobre otros xiléfagos), es el resumido por Mclntosh y
colaboradores (2001) a partir de los trabajos de otros autores. Segin el mismo, para muchos
petforadores de lefio el estimulo quimico a larga distancia es aumentado por estimulos
visuales a corta distancia, procedentes de la silueta de los arboles. En este sentido las
investigaciones de De Groot y Nott (2001) apuntan que no sélo la silueta puede tener un
papel relevante en la atraccidn, sino que incluso el color de la misma podria ser determinante
para algunas especies.

1.2.2.2. Las estructurales sensoriales olfativas

La deteccién de estimulos quimicos puede ser llevada a cabo mediante el sentido del
gusto -en el caso de sustancias de naturaleza liquida-, recibiendo entonces el término de
quimiorecepciéon por contacto, o mediante el olfato cuando se trata de sustancias volatiles, y
entonces se habla de quimiorecepcién a distancia. Una vez detectados los estimulos mediante
estructuras especializadas, las neuronas transmiten los mensajes al sistema nervioso central
donde son integrados. El sistema nervioso incita y controla los comportamientos adecuados,
como la posicién, el movimiento, la alimentacién, y los relacionados con el apareamiento y la
puesta (Gullan y Cranston 2000).

Los quimioreceptores tienen una funcién doble (Schoonhoven 1990): informan al
insecto sobre la calidad de ciertos compuestos quimicos en su entorno, y sobre la
concentracién de los mismos. La percepcion de la informacién y su posterior transmisién al
cerebro difieren segin el tipo de semioquimico: mientras que en el caso de las feromonas en
el proceso intervienen receptotres especialistas en un amplio rango de 6rdenes de insectos, la
situacién es menos clara para los volatiles de plantas, en cuya deteccién participan tanto
receptores generalistas como especialistas (Wadhams 1992).

Este autor apuntaba, tratindose de compuestos de actividad kairomonal, que la
implicacién de receptores especialistas ocurritia cuando el comportamiento se ve afectado
por la interaccién entre kairomonas y feromonas; pero cuando las kairomonas estin
involucradas sélo en la localizacién de alimento u hospedantes, resultan ser receptores mas
generalistas los implicados, y la informacién de cada olor serfa transmitida al cerebro
mediante el patréon determinado de su actividad sobre un conjunto de neuronas. Al respecto,
Pickett y colaboradores (1998) indican que crece la evidencia de que neuronas altamente
especificas detecten compuestos caracteristicos de ciertas plantas, incluso volatiles cuya
emisién se atribuye a un gran numero de plantas y que se consideran implicados en la
localizacién de plantas huésped, como son los denominados GLV (de "Green Leaf Volatiles”=
“volatiles de hojas verdes”).

Los 6rganos sensoriales de los insectos relacionados con la percepcién de estimulos
mecanicos, quimicos, térmicos e, incluso, la humedad, son unas pequefias estructuras
cuticulares denominadas sensilla (singular: sensilfums). Estas estructuras tienen habitualmente
forma de pelo, ganchito o protuberancia corta y ocupan distinta posicién respecto a la
cuticula del insecto. Zacharuk (1980), Metcalf y Metcalf (1992) y Snodgrass (2002)
caracterizan las sensifla quimiosensibles como estructuras no flexibles, con pated cuticular
delgada y multporosa (3.000 a 15.000 poros de 10-15 nm de didmetro por cada sensillum;,

26



Capitulo 1

mientras que las de un solo poro apical se encargan del sentido del gusto), sistema de tibulos
asociados a los poros y en cuyo interior presentan segmentos dendriticos ramificados
correspondientes a varias neuronas basales. Entre las sensi/la quimioreceptoras mas comunes
citaremos las siguientes: #ichodea, basiconica, coeloconica, ampullacea, aplacodea y campaniformia. Una
clara definicién de las mismas puede encontrarse a partir de Snodgrass (2002) (anexo I).

Figura 1.6. Segmento de una antena mostrando diversos sensilla (a) e ilustracion de un segmento de cuticula con
varios tipos de sensilla (b): tnichodea (1), coeloconica (2), ampullacea (3), campaniformia (4) y placodea (5). Foto
(a) procede de www.syntech.nl/Research/research.html; ilustracion (b) tomada de biodidac.bio.uottawa.ca/

Livingstone @ BIODIDAC

Como ejemplo de la ultraestructura de una semsi/la olfativa exponemos los estudios
efectuados por Kaissling y Thorson (1980) sobre los lepidopteros Bombyx mori, Antheraca
polyphemus y Antheraea pernyi. Las sensilla trichodea consistian en un grupo de cuatro a seis células
con un pelo cuticular de 100 micras de longitud y 3 micras de grosor en Bombyx mori (300 x 5
micras en Antheraed); la pared del pelo tenfa 0,1-0,2 micras de grosor y estaba atravesada por
varios miles de estructuras tubulares de alrededor de 100 angstrom de didmetro. El lumen del
pelo contenia, en el género Bombyx, las dendritas de dos neuronas.

Figura 1.7. Diagrama de un receptor olfativo (sensillum) tipico de insectos (tomado de Metcalf y Metcalf 1992).

. poro

cuticula

célula tricégena

Los insectos poseen muchas sensi/la olfativas dispersas sobre su cuetpo, aunque tienden a
concentrarlas en las antenas. Aunque el nimero total de sensilla puede vatiar enormemente
entre especies y segun el estado de desarrollo del insecto, para ilustrar su grado de abundancia
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basta con citar que cada antena de un macho del lepidéptero Bombyx mori tiene alrededor de
17.000 sensilla que responden a sefiales sexuales quimicas especificas producidas por la
hembra, que equivalen a 45 millones de poros en cada macho (Gullan y Cranston 2000).
Wadhams (1990) -citando a Henderson y Wadhams (1981)- recoge que la antena del
coledptero escolitido Scohytus scolytus tiene entre 2.000 y 3.000 senszlla olfativas.

En cuanto a la localizacién de estas estructuras en las antenas de los insectos, Zacharuk
(1985) apunta que sus dos primeros artejos (escapo y pedicelo) presentan principalmente
sensilla mecanoreceptoras, y que el mayor nimero de sensilla se encuentra en el flagelo
(principalmente quimioreceptores y termo-higroreceptores). En insectos adultos la densidad
de sensillz tenderia a ser significativamente més alta sobre los segmentos distales del flagelo
que sobre los proximales. Sin embargo, esto no ocurre siempre asi. Gracco y Catald (2000)
encontraron resultados distintos incluso entre géneros de la misma subfamilia. Asi, el estudio
de los géneros Rhodnins y Triatoma (Hemiptera: Reduviidae, Triatominae) reveld que en el
primero se cumplia lo mantenido por Zacharuk, mientras que en el segundo era la porcién
proximal la mas poblada de sensilla y, ademais, el pedicelo presentaba quimioreceptores (Catala
1997; en Gracco y Catala 2000).

Aproximindonos taxonémicamente a nuestras especies de estudio, Merivee y
colaboradores (2002) estudiaron la morfologia y ultraestructura de las antenas del coledptero
cardbido Bembidion properans, encontrando la presencia de varias de las sensz//la mencionadas
antetiormente (#ichodea, basiconica, coeloconica y campaniformia) junto a otro tipo, con forma de
pelo o espina y estructura similar a las #ichodea de pared gruesa, llamado senszlla chaetica, que se
asocia generalmente con tareas mecanoreceptoras.

Sobre cerambicidos encontramos los trabajos de Lopes y colaboradores (2002) con
Phoracantha semipunctata, segin los cuales las antenas de estos insectos estin densamente
cubiertas de sensilla chaetica. Entremezcladas con ellas pueden encontrarse dos tipos de sensilla
basiconica (que denominan I y II), que pueden identificarse por su tamafio, el grado de
estrechamiento del dpice y, ultraestructuralmente, por el nimero de neuronas asociadas. Las
de tipo I sélo tienen una neurona (por lo cual se les atribuiria, generalmente funciones
mecanoreceptoras), mientras que las de tipo II tenen dos (por tanto se las considera
implicadas en la quimiorecepcién). Ambos tipos de sensilla basiconica se encuentran en todos
los segmentos del flagelo, pero parecen localizarse principalmente en ciertas zonas de los
artejos uno a seis, asi como ampliamente distribuidas sobre los artejos siete a nueve. Habida
cuenta de que las antenas de los cerambicidos cuentan con 11 artejos, el patrén de
distribucién resefiado parece diferir en cierto modo del apuntado por Zacharuk.

A pesar de que es totalmente imposible determinar con precisién los tipos de sensilla que
sc pueden encontrar sin recurrir a la microscopia electrénica, si se puede tener una referencia
sobre su abundancia y la posible distribucién a lo largo de la antena. Por tal motivo hemos
observado tanto a la lupa binocular como al microscopio las antenas de dos ejemplares
macho y una hembra de P. germari y C. welensiz. La primera observacion es que las antenas de
estas especies, cn comparacién con las de Phoracantha, no poseen la abundancia de grandes
sensilla (chaetied) que ésta presenta -cantidad que se hace patente mediante la simple
observacién a la lupa, a pesar del pequefio tamafio de su antena en comparacién con la de
Prinobius y Cerambyx:-.
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En P. germari se aprecia, sin embargo, la aparicién de una zona de cierta densidad de
grandes sensi/la (de alrededor 10 micras de longitud, que podrian ser chaetica o trichodea) en la
zona terminal del undécimo segmento (fig. 1.8a); y después otras semsi/la mas pequenas
(alrededor de 5 micras de longitud) méas o menos dispersas a lo largo de la antena (fig. 1.8b).
Asi mismo, se aprecian “hoyuelos” o depresiones distribuidas a lo largo de la antena (fig.
1.8¢c), en algunos de los cuales aparecen insertos semsi/la (que podrian ser basiconica o
coleloconicay. En C. welensii, en cambio, la antena aparece recubierta practicamente en su
totalidad por unas pequefias sensi/la en posicion abatida sobre la misma (de menos de 5 micras
de longitud; fig. 1.9a), probablemente asociadas a depresiones que también se encuentran
abundantemente (en cuyo caso podtian ser basiconica o coleloconica; fig. 1.9.b). En los extremos
de cada segmento aparecen sensi/la de mayor longitud (5-10 micras; tal vez chaetica. Figura
1.9.a), y dispersas por todos los artejos se encuentran otras sensi//a pequefias pero en posicion
erecta.

Figura 1.8. Detalle de la antena de un macho de P. germari, mostrando dos tipos de sensilla: chaefica o
trichodea¢,? (a) y basiconica o coleloconica ¢? (b); y las depresiones presentes a lo largo de la misma (c).

Figura 1.9. Detalle de la antena de una hembra de C. welensii, mostrando la abundancia de sensilla abatidas-
basiconica o coleloconica ¢ ?- que recubren sus artejos (a), la flecha sefiala sensilla chaetica ;7?; y depresiones
asociadas posiblemente a las sensilla abatidas (b).
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1.2.2.3. Origen de las técnicas de electrofisiologia aplicada

La denominacién “electrofisiologia” se aplica al estudio de las propiedades eléctricas del
material biolégico, como son los distintos tipos de células nerviosas, incluyendo los
receptores sensoriales periféricos de los insectos (Gullan y Cranston 2000).

El origen de la aplicacion de estudios electrofisiologicos en insectos se remonta a
mediados de la década de los 50, cuando Dietrich Schneider se planteé desarrollar un test
electrofisiolégico para analizar la eficacia de distintas fracciones quimicas procedentes de
extractos de glandulas de Bombyx mori. Para ello pens6é en registrar, en analogia con el
electroretinograma, con el cual estaba familiarizado, la reaccion inicial del que se sospechaba
era el 6rgano olfativo de los insectos: la antena. Desde entonces dicha técnica ha sido
utilizada para estudiar el mecanismo olfativo de los insectos, la caracterizacion estructural de
los componentes de feromonas sexuales y atrayentes, y para medir la concentracién de
feromonas en campo; del mismo modo se viene aplicando al estudio del efecto atrayente o
inhibidor de las kairomonas (Wadhams 1992; Malo ez /. 2000).

El material de trabajo original de Schneider fue un estereomicroscopio, un
micromanipulador, un amplificador, un osciloscopio y una camara. La antena seccionada del
macho se montaba entre dos electrodos y como estimulo se usaba el eluyente de las glandulas
de las hembras. La fuente experimental de olor fue el extremo de una varilla de vidtio que
habia estado sumergida en el extracto de las glandulas de la hembra, un pulso de aire era
dirigido después hacia la antena sobre la varilla. Comprobé de esta manera que se producia
una alteracién en la sefial reflejada por el osciloscopio, alteracién que se mantenia durante el
tiempo de aplicacién del estimulo. A esta respuesta eléctrica de una antena la denominé
“electroantenograma (EAG)” (Schneider 1999).

En aquel momento Schneider eludié el término “olfatograma” porque no estaba seguro
de si en el fenémeno estaban involucradas otras vias de estimulo, como la mecanorecepcion o
la termorecepcion. Algunas criticas iniciales argumentaban que lo que se habia obtenido no
era la respuesta olfativa de un receptor bioldgico, sino lo comunmente denominado
“potencial de electrodo”, ya que fendémenos semejantes a la induccién fisico-quimica por un
olor eran de hecho conocidos cuando electrodos de plata-cloruro entraban en contacto con
una solucién salina, como la hemolinfa de la antena.

Actualmente se asume que la aparicién de estos potenciales de electrodo es muy
probable si se emplean electrodos metalicos (como el tungsteno) para estudiar la respuesta de
EAG inducida por 4cidos; en cambio, si se usan electrodos capilares de plata-cloruro de plata
dicha aparicién se considera muy poco probable, a no ser que se estén estudiando acidos
fuertes a altas dosis (Kelling 2001).

I.a més simple de las técnicas electrofisiolégicas aplicadas es la técnica de EAG, que
permite medir la respuesta global de las células receptoras de la antena frente a un estimulo
(Wadhams 1992; Gullan y Cranston 2000), ya que, siguiendo a Schneider, el EAG es
esencialmente la suma de muchos lentos potenciales negativos de receptores olfativos,
registrados més o menos simultineamente por un electrodo. Este planteamiento es adecuado,
en general, para insectos con antenas filiformes, en las cuales las sensilla estan distribuidas
con relativa uniformidad; pero también se ha encontrado que la respuesta de EAG esta
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fuertemente influenciada por la distribucién de las sensilla alrededor del electrodo registrador,
lo cual ocurre en algunos afidos (Nagai 1981, Park y Hardie 2002).

El potencial de estas lentas reacciones eléctricas en las dendritas de las células olfativas se
interpreté como una despolarizacién de la membrana del receptor (ver especialmente
Kaissling y Thorson 1980; Wadhams 1992; Lansky 2001 y Kaissling 2002). Por otra parte, se
vio que la amplitud de la respuesta estaba correlacionada con la frecuencia de los impulsos
nerviosos generados, y aumentaba a medida que lo hacia la concentracién del estimulo
quimico, hasta que se alcanzaba el nivel de saturacién (Roelofs 1984; citando a Schneider
1963 y 1969).

Las técnicas de EAG que se emplean actualmente permiten registrar, segun se ha
comentado, la actividad eléctrica que tiene lugar en una antena completa; pero también se
puede obtener la respuesta eléctrica de una de las sensi/la de la antena individualmente, lo cual
se conoce mediante las siglas SCR o SSR, abreviaturas de “single cell recording” (= registro de
una célula individual) y ‘Single semsillum recording” (= registro de un sensillum individual)
respectivamente (figura 1.10).

Figura [.10. llustracién comparativa de las técnicas de EAG y SCR aplicadas a escolitidos (procede de Payne
(1979), tomada de www.barkbeetles.org/ spb/spbbook/Chapt2.html).

Esta técnica se aplicd por primera vez en 1962 (Wadhams 1992; citando a Boeckh 1962)
y fue mejorada por Kaissling en 1974, quien desarrollé la técnica 6ptima de registro
extracelular mediante el corte del extremo del semsi/lum y la puesta en contacto de dicha
abertura con un electrodo capilar (Schneider 1999). En términos de Schoonhoven (1990),
cuando un microelectrodo es implantado cerca del sensz/lum, la sefial eléctrica de una neurona
individual puede ser registrada, de modo que se puede obtener informacién acerca de la
especificidad del receptor, asi como sobre su sensibilidad.

La modalidad de SCR surgié debido a la necesidad de un conocimiento mas profundo de
los procesos receptores (Schneider 1999), asi como de las propias limitaciones de la técnica de
EAG. En este sentido, Cork y colaboradores (1990) apuntan que puede darse el caso de que
compuestos percibidos por el insecto y que desempefian un importante papel en su
comportamiento produzcan débiles respuestas de EAG, de manera que dichos compuestos
podrian pasar sin ser detectados en esta modalidad en caso de disponer de pequefias muestras
de material para el analisis. Por otro lado, la produccién de respuesta de EAG por parte de un
determinado compuesto no implica que este desempefie un papel significativo en su
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comportamiento: algunos compuestos podrian actuar, efectivamente, como atrayentes
(induciendo una disctiminacién positiva), otros como repelentes (discriminacién negativa),
pero otros pueden no provocar respuestas de comportamiento apatentes.

En resumen, la técnica EAG proporciona informacién procedente de todo el espectro
de receptores olfativos del insecto, aunque puede carecer de sensibilidad frente a ciertos
componentes feromonales; en cambio, SCR es altamente sensible a todos los compuestos,
peto no propotciona informacién simultinea del conjunto de receptores, o si lo consigue es
de un reducido niimero de ellos (Wadhams 1990). Dicho autor ilustra la diferencia entre EAG
y SCR citando el ejemplo del escolitido del olmo Scofytus scolytus, cuya feromona de agregacién
comprende una mezcla de metabolitos procedentes del insecto, asi como de la especie vegetal
hospedera. Aunque se aprecié respuesta de EAG frente a los metabolitos del insecto no se
observ respuesta frente al (-)a-cubebeno, metabolito procedente del hospedante, a pesar de
que se encontraron células olfativas, es decir SCR, que respondieron especificamente a este
compuesto.

1.2.2.4. Las técnicas de electrofisiologia aplicadas a cerambicidos

Aunque desde su aparicién estas técnicas han sido aplicadas a numerosas especies de
insectos, la mayor parte de las referencias que se pueden encontrar estan relacionadas con
lepidépteros. Por lo que se desprende de Wadhams (1992) creemos que esto puede ser
debido, principalmente, a que han sido aplicadas al estudio de las feromonas sexuales, cuya
presencia esta muy generalizada en este orden. En los coledpteros, en cambio, este tipo de
semioquimicos no es tan abundante, y los trabajos encontrados son menos numerosos y se
refieren mas a feromonas de agregacién y kairomonas. Por lo que se refiere a insectos de la
familia Cerambycidae existen pocos estudios electrofisiologicos y, de estos, la mayor parte se
centran en compuestos de actividad kairomonal, tratando algin caso especifico sobre
feromonas sexuales.

Barata y colaboradores (1992) han llevado a cabo algunos de los trabajos mas
interesantes a nuestro juicio en esta familia, tanto por la complejidad de los mismos como por
los resultados obtenidos. Emplearon electrodos de tungsteno para registrar la respuesta de
EAG del petforador Phoracantha semipunctata frente a volatiles liberados por cortezas, nudos,
hojas y frutos de Ewcalpius globulus. Encontraron distintas respuestas frente a los
monoterpenos: alta sensibilidad frentc al at-pineno y respuestas moderadas frente al canfeno a
las dosis mas altas probadas. Otros monoterpenos, como el p-cimeno y el terpinoleno, no
produjeron respuesta medible.

Puesto que los adultos de los perforadores Anaghptus subfasciatus y Demonax transilis
visitan con asiduidad las flores de las mismas especies, lkeda y colaboradores (1993)
estudiaron la respuesta de EAG de estos insectos frente a 14 compuestos esenciales
relacionados tradicionalmente con ellas. El acetato de bencilo y el linalol resultaron ser dos de
los compuestos mas estimulantes para ambas. Pero los posteriores estudios de
comportamiento revelaron que sélo el acetato de bencilo mostrd una atraccidn efectiva en
campo para los dos insectos.

Barata y colaboradores (2000) extrajeron los volatiles de las hojas de varias especies,
tanto hospedantes como no hospedantes, y probaron la respuesta de EAG de Phoracantha
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semipunctata frente a los diversos componentes de la mezcla, identificando simultineamente
cada uno mediantc diversas técnicas analiticas. Tras la comparacién entre la respuesta de los
volatiles presentes en hospedantes y no hospedantes, concluyeron que los compuestos .-
cubebeno y (FE)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno podrian ser candidatos como potenciales
inhibidores de la seleccién de huespedes adecuados y, por tanto, deberian ser mejor
estudiados ante la petspectiva de su empleo potencial en el contexto del control integrado de
dicho insecto.

Suckling v colaboradores (2001) midieron la respuesta de Arhopalus tristis -cerambicido
que causa episodios importantes de plaga en Nueva Zelanda sobre el género Prnaus,
particularmente en aquellos pies dafiados por el fuego- frente a distintos monoterpenos
volatiles presentes en Pinus radiata. Aunque encontraron las mayores respuestas frente al
terpineol, los compuestos (E)-2-hexen-1-ol y (E)-2-hexenal, denominados habitualmente
GLYV (de “Green Leaf Volatiles™), también provocaron altas respuestas. Finalmente citan que,
generalmente, con los machos se encontraban respuestas de EAG mis altas que con las
hembras, aunque hubo una alta correlacion entre las respuestas de ambos sexos.

Barata y colaboradores (2002) profundizaron en el estudio de la manera en que resulta
codificada por las neuronas de Phoracantha semipunctata la informacién sobre mezclas de olores
procedentes de hospedantes y no hospedantes, mediante la técnica de SCR acoplada a la
cromatografia gaseosa. Sus resultados mostraron respuestas selectivas de neuronas receptoras
olfativas individuales frente a uno o varios (la mayoria de ellas frente a uno o dos)
compuestos quimicos estructuralmente relacionados, presentes en las mezclas complejas
liberadas por este tipo de plantas. También comprobaron que la técnica SCR reveld
respuestas especificas de neuronas ante volitiles que no indujeron respuesta de EAG en sus
estudios previos (Barata ez a/. 2000) usando el mismo tipo de muestras.

Zhang y colaboradores (2000 y 2002) emplearon la técnica de EAG acoplada a la
cromatografia gaseosa, para encontrar dos compuestos volatiles especificos procedentes de
machos de _Anoplophora  glabripennis:  4-(n-heptiloxi)butanal y 4-(n-heptiloxil)butan-1-ol.
Consideran que estas estructuras son inusuales y no han sido encontradas en insectos con
anterioridad. Las muestras sintéticas excitaron la misma respuesta para ambos sexos y la
misma excitacion en los estudios preliminares de tinel de viento; sin embargo, en los trabajos
de campo llevados a cabo en 1999 en China no se verificd ningiin tipo de actividad atractiva
por parte de dichas sustancias.

33



Capitnlo 1

1.3. Objetivos

El objetivo general de los trabajos que se exponen en la presente Tesis Doctoral, es
caracterizar, por medio de la electroantenogtafia, el comportamiento olfativo de Cerumbyx
welensii y Prinobius germari frente a compuestos volatiles cuya presencia se considera tipica en la
emisiéon de sus principales especies hospedantes (Q. Zkx y (. suber), en especies no
hospedantes o bien son comunes a ambos tipos de plantas. Para alcanzar el objetivo general
es necesario alcanzar una serie de objetivos especificos, que se enumeran a continuacion:

1) Establecer un dispositivo adecuado para el estudio electroantenogrifico (EAG) de
estimulos olfativos para cerambicidos, y valorar la aptitud para este tipo de estudios de C.
wlensii y P. germari. En trelacion con la consecucién de este objetivo, es necesario:

e Determinar la posible influencia sobre la sefial eléctrica inducida en la preparacién
para estudio de EAG, de los siguientes aspectos de la puesta en prictica del
dispositivo: a) la fluctuacién de los caudales aplicados, b) la captacién de dicha sefial
eléctrica.

e Secleccionar un compuesto adecuado para su empleo como estimulo estindar en
cada especie, a partir de las primeras respuestas generadas por tres sustancias
candidatas: (E)-2-hexenal, idcido acético y esencia de trementina.

2) Estudiar el efecto sobre la respuesta de EAG de Cwelensii y P. germari de ciertos factores
experimentales, como la concentracién y cantidad de los estimulos aplicados, la frecuencia
de estimulacién y la duraciéon de una preparacién para estudio de la respuesta en un
insecto.

3) Analizar la posible existencia de variabilidad en las respuestas de EAG entre sexos e
individuos, y estudiar la incidencia de algunos factores (experimentales, anatémicos y
fisiolégicos) que podtian influir en la variabilidad de respuesta entre ejemplares.

4) Estudiar la respuesta de EAG de C. weknsii y P. germari frente a compuestos voldtiles
sintéticos, caracteristicos de encinas y alcornoques asi como de otras especies arboreas.
Como puntos relevantes a alcanzar en dicho estudio, se plantea:

e Estimar la precisién con la cual son percibidos algunos de los compuesto mas
estimulantes olfativamente.

e Interpretar la importancia de la estimulacién olfativa en la seleccién de hospedantes
por parte de estos dos cerambicidos; y discutir el papel desempefiado en dicha
seleccién por las sustancias cuya percepcion sugiera una discriminacioén positiva y las
que puedan inducir discriminacién negativa. ‘
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bergamota y demasiado romero, y le falta esencia de rosas.
-Patrick Suskind-

Capitulo Il

Aptitud de Cerambyx welensii y Prinobius germari para el
estudio de la respuesta electroantenografica de
compuestos volatiles

II.1. Introduccion: Estructura basica y principales parametros de un dispositivo
para el estudio electroantenografico de estimulos olfativos en insectos

I1.1.1. Estructura del dispositivo

Muchas son las referencias que pueden ser consultadas respecto a la constituciéon de un
dispositivo para estudio de respuestas de EAG. No obstante, a nuestro juicio resultan
especialmente interesantes algunas de las consideradas ya clasicas en esta disciplina, como
Roelofs (1984), Struble y Arn (1984), y Cotk y colaboradores (1990). En esencia el montaje
tiene una estructura sencilla, consistiendo en una fuente de estimulos, un sistema de captacién
de la respuesta mediante electrodos aplicados al insecto y su posterior envio a un osciloscopio
o un ordenador, y un instrumento registrador capaz de amplificar, filtrar y procesar la sefial
eléctrica inducida.

La fuente de estimulos suele consistit en un mecanismo capaz de proporcionar una
cotriente continua de aire, en la cual se inyecta una determinada disolucién de los compuestos
quimicos cuya actividad se quiete estudiar. Dicha corriente de aire portadora del hipotético
estimulo se aplica directamente a la antena del insecto.

La captacién de la respuesta se llcva a cabo mediante una pareja de electrodos: uno
denominado registrador o diferencial, y otro denominado indiferente o de referencia,
fabricados a partir de diversos materiales. El electrodo registrador suele estar conectado a una
sonda, que envia la sefial al instrumento registrador. Este electrodo se coloca mediante varias
técnicas en la antena del insecto, usualmente en el extremo, mientras que el de referencia
puede ser colocado en distintas partes de su cuerpo, segin el tamafio del individuo, el tipo de
antena o la idoneidad de la respuesta encontrada.

Segun Syntech (1998) la sefial eléctrica asociada a la respuesta de EAG esta caracterizada
port su bajo potencial (décimas de milivoltio a pocas decenas de milivoltio) y la alta resistencia
de las antenas (del orden de varios megaohmios). Esto ha motivado que la principal dificultad
de este tipo de dispositivos sea precisamente la captacién de dicha sefal, su amplificaciéon y su
filtrado para evitar las numerosas interferencias que pueden distorsionarla o camuflarla.
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I1.1.1. Paradmetros del dispositivo

I1.1.2.1. Flujo de aire hacia la antena y aplicacion de estimulos

Los parametros asociados a esta parte del dispositivo, asi como algunos aspectos
relevantes implicados en la estimulacién de los insectos son los siguientes: a) caudal principal
dirigido hacia el insecto; b) caudal de inyeccioén aplicado sobre el caudal principal; ¢) tipo de
boquilla de salida del caudal principal; y d) preparacién y aplicacién de estimulos.

Existe divergencia respecto al caudal que debe constituir el flujo principal, asi como
sobte si lo mas adecuado es un flujo continuo o uno intermitente. Segin Cotk y
colaboradores (1990) el flujo constante resulta Gtl para algunos insectos cuya respuesta de
EAG tiende a incrementarse ante cambios en el flujo de aire, de modo que la contribucién a
la respuesta de EAG debida a mecanoreceptores podtia enmascarar la respuesta originada por
los quimioreceptores. En cambio, el inconveniente de un flujo continuo podtia set la eventual
desecacién excesiva de la antena, que repercutiria negativamente en la duracién de la
preparacién en un estado éptimo.

Los caudales principales que han utilizado distintos investigadores son de lo mas
diversos: entre los mas bajos encontrados figuran los 0,25 1/min de nitrégeno empleados por
Cork y colaboradores (1990), o los 0,1-0,2 1/min de Malo y colaboradores (2000); los mais
elevados resultaron ser el empleado por Barata y colaboradores (1992) (4,8 1/min) y los 9
l/min de Den Otter y Saini (1985). Los caudales de inyeccién han sido aplicados
frecuentemente de forma manual, mediante el accionamiento de una jeringa de entre 3 y 5 ml
de capacidad; otra variante es el empleo de un dispositivo para la inyeccién automatizada. En
este caso, los caudales de inyeccién empleados oscilan entte los 0,18 1/min de Den Otter y
Saini (1985), y los 0,6 de Park y Hardie (1998).

El caudal de inyeccién desemboca en el flujo principal después de atravesar la mezcla
estimulante. La preparacion de los estimulos es un proceso bastante estandarizado y que suele
resultar independiente del tipo de compuesto manejado. En todos los casos se trata de aplicar
una pequefia cantidad de una disolucién determinada del compuesto sobre una tira de papel
de filtro, e introducir ésta dentro de una pipeta Pasteur desechable. Ia pipeta asi rellena se
considera cargada con el estimulo, y se puede conectar directamente al dispositivo de
inyeccién (jetinga o electrovilvula) e introducir su punta en el flujo principal. La inyeccion
sobre el caudal ptincipal puede efectuarse en distintas posiciones en relacién a su distancia a
la salida del mismo, que en general oscila entre 2,5 cm (Roelofs 1984) y 1,5 m (Barata ez /.
1992).

En cuanto a la boquilla de salida del caudal principal, lo mas frecuente es una boquilla de
vidrio cilindrica de unos 5 a 15 mm de diametro (Malo ez al. 2000; Park y Hardie 1998); pero
también se han propuesto otros tipos, como los de forma ensanchada y plana (Nagai 1981).
La boquilla se coloca cerca de la antena del insecto en la mayor parte de los casos, a unos 2 o
3 cm.
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I1.1.2.2. Preparacién y colocacion de electrodos

Para captar la sefial eléctrica provocada por un estimulo pueden ser empleados tanto
electrodos metalicos como electrodos capilares de vidrio; estos Gltimos van dotados de un
filamento de plata y lenos de solucién salina. En general se pueden utilizar tanto unos como
otros indistintamente, excepto en el caso en el que los compuestos a estudiar sean acidos
fuertes. En esta circunstancia no se aconseja emplear electrodos metélicos, ya que la
interaccién del 4cido con el metal podria generar un potencial, denominado “potencial de
electrodo”, que enmascare o falsifique la respuesta de los quimioreceptores (Kelling 2001).

Las soluciones mis frecuentemente empleadas para llenar los capilares de vidrio son las
de cloruro potisico y las soluciones de Ringer: las primeras estan constituida por cloruro
potisico a distintas concentraciones -al 0,1% (Gonzilez e a/. 1994), 0,5 M (Patk y Cork 1999)
6 0,1 N (Syntech 1998)-; las denominadas soluciones de Ringer estin elaboradas mediante la
combinacién de diversas sales, son mis complejas y pretenden aproximarse a la constitucién
de la hemolinfa del insecto (vet especialmente Kaissling y Thorson 1980). Se usan con
profusién tanto las de un tipo como las de otro, pero nuestra experiencia nos indica que las
soluciones de Ringer son mas dificiles de elaborar y conllevan el riesgo de cotaminacioén con
hongos, incluso guardadas en el refrigerador, ya que incorporan glucosa. Las de KCl, en
cambio, se elaboran muy filcimente y se conservan sin problemas.

Los dos fundamentos en que se basa la colocacién de los electrodos para el registro de la
respuesta de EAG son los siguientes: por un lado, tal como se resume en Syntech (1998) y
puede verse claramente expuesto en Kelling (2001), se considera que en la antena existe una
distribucién de cargas de modo que la base estd cargada positivamente y el extremo lo esta
negativamente; por otro lado, la respuesta de EAG refleja la diferencia de potencial entre el
electrodo registrador y el electrodo de referencia (Roelofs 1984).

Nagai (1981) estudio6 el efecto del desplazamiento del electrodo registrador desde la zona
basal de la antena —donde estaba colocado el electrodo de referencia- hacia su extremo, sobre
la respuesta de EAG. Con los electrodos en semejante disposicién (registrador en posicion
distal respecto al de referencia), registr6 la respuesta de EAG como una fluctuacién negativa,
y encontrd una relacién casi lineal entre la respuesta y la longitud de la antena. Indico, asi
mismo, que todas las sensz/la situadas entre los electrodos registrador y de referencia, capaces
de responder al estimulo, pueden estar involucradas en la respuesta final.

De esta manera, la disposicién tradicionalmente adoptada para los electrodos es aquella
en que el registrador estd situado cerca del extremo distal del flagelo de la antena, mientras
que el de referencia se coloca cerca de su base, o bien en cualquier otra parte del cuerpo del
insecto.

La tabla IL.1 recoge algunos de los parimetros comentados, y el valor que para ellos han
establecido algunos autores.
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Tabla I1.1. Parametros del dispositivo para estudio de la respuesta de EAG empleados por algunos autores. Q.=
caudal (litros/minuto); Cant.= cantidad de disolucion (microlitros); Dur.= duracién de inyeccion (segundos); (J)=
inyeccion manual (mililitros); (*)= caudal en metros/segundo; la referencia no especifica la seccion del conducto.

Especie Autor Q. principal Q. inyeccion Cant. Dur.

Ostrinia nubilalis Nagai (1981) 0,3* 0,3* 20 0,3-1
Lepidoptera Roelofs (1984) 1* 1* 10 (@)
Glossina morsitans Den Otter y Saini (1985) 9 0,18 5-20 <2
Anobium punctatum White y Birch (1987) 1 1 10 1
A”%’gﬁ;‘fa i‘;f’;zzﬁgtus lkeda et al. (1993) 03 2 (J) 11 W)
Phoracantha semipunctata Barata (1997) 4.8 3{) 25 (J)
Aphis fabae Park y Hardie (1998) 1,8 0,6 25 2
Spodopftera littoralis Malo et al. (2000) 0,1-0,2 - 10 0,4
Musca domestica Kelling (2001) 0.6 0,6 25 2

Con el desarrollo del presente capitulo se pretende proponer un dispositivo para el
estudio de la respuesta de EAG en insectos, en particular en especies con dimensiones
medias a grandes, como Cerambyx welensti, Prinobins germari. Se analizaran, asi mismo, algunas
circunstancias asociadas a la preparacién de los insectos, colocacién de los electrodos y forma
de aplicacién de estimulos (automatizada o manual); junto a otros relacionados con la puesta
en practica del dispositivo, como son los siguientes: a) influencia de la fluctuacion de los
caudales aplicados a la antena sobre la estabilidad de la linea base y/o sobre la respuesta de
EAG; y b) repercusiéon de algunos parimetros fijados en relacién a la captacion de la sefial
eléctrica inducida, sobre el registro de la misma. Por Gltimo, se comparardn las primeras
respuestas de C. welensii y P. germari frente a tres sustancias candidatas a ser consideradas
como estimulo estandar: (E)-2-hexenal, acido acético y esencia de trementina; y se analizara la
aptitud de las mismas para desempefiar tal funcion.
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11.2. Material y métodos

I1.2.1. Dispositivo para el estudio de la respuesta de EAG

I1.2.1.1. Dispositivo de aplicacién de estimulos

Material

La relacién de equipamiento y materiales que conforman las distintas partes del
dispositivo de generacién, conduccion, regulacion y aplicacion de la corriente de aire es la

siguiente:

Compresor Compait-Brisa, con depésito de 24 1, presibn mixima de 8 bates y
manoémetro regulador de presion de salida.

Tubo de poliamida de 3 m de longitud, 8 mm de didmetro externo y 6 mm de
didmetro interno.

Filtro Wilkerson F08-C2-SKO0O0; elemento filtrante de polietileno sinterizado con
poros de 5 micras de diametro.

Caudalimetro Tecfluid de acero inoxidable con maximo de 6,6 1/min, con tornillo
regulador.

Tubo flexible de polivinilo de 3 m de longitud, 6 mm de didmetro externo y 4 mm
de didmetro interno.

Boquilla difusora Windjet 727-RY-15, de 4,8 cm de anchura. Con 16 orificios de
salida de 1,5 mm de diametro cada uno.

El sistema de inyeccién de estimulos consta de los siguientes elementos:

Caudalimetro Tecfluid de acero inoxidable con maximo de 0,83 1/min, con tornillo
regulador.

Temporizador asimétrico Disibeint PTFA 230 192, con capacidad de seleccién de
tlempos minimos de actividad y reposo de 0,1 segundos.

Electrovalvula Lucifer, 121-M13 /8980, con alimentacién a 220 V.

Adaptador de CA/CC, con selector de tensién con minimo de 3 V.

e Jeringa de PVC de 50 ml.

El diagrama de montaje de todos estos elementos se esquematiza en la figura I1.1:

Figura [.1. Esquema de montaje del dispositivo de generacion, reguiacién y aplicacién de estimulos.

Fitro . Caudal de inyeccion Temporizador Electrovalvula

A S g

Caudalimetros

Compresor

L Boquilla
Caudal principal

| »ﬂ/ /»4%"@
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Los materiales empleados para la elaboracion y presentacién de los estimulos fueron los
siguientes:

e Dipetas Pasteur de vidtio desechables, de 7 cm de longitud, 6,5 mm de didmetro en
cabeza y 2,5 mm de didmetro en punta fina.

e Pipcta automatica Digipette-Naita 66622120, de 2 a 20 microlitros, con exactitud de
+ 2,5% en 20 microlitros.

e DPipeta automatica Digipette Naita 66632310, de 100 a 1000 microlitros, con
exactitud de + 0,8% en 1000 microlitros.

e Papel de filtro Whatman n°1.

Métodos

Generacién, regulacin y aplicacion de la corviente de aire

La generacién de un flujo continuo de aire corrié a cargo del compresor eléctrico. Dicho
aparato se cargaba hasta su presién maxima al inicio de cada sesién, permaneciendo después
encendido de modo que pudiera recargarse automaticamente a medida que liberaba el aire. La
liberacién del aire comprimido se regulé mediante un manémetro de salida, de modo que ésta
se efectuara a una presién de dos bates. Segiin pucde observarse en la figura 11.1, el flujo de
aire liberado se bifurcaba en dos conductos por medio de una valvula en “T”, que posibilitaba
la regulacién simultinea del caudal de cada una de ellos mediante sendos caudalimetros. Uno
de los conductos constituye el denominado habitualmente “caudal o flujo principal”, mientras
que el otro lo denominaremos “caudal dec inyeccion™.

El flujo principal se dirigié directamente hacia el insecto, ajustando el caudalimetro
correspondiente a un caudal préximo al empleado por Barata y colaboradores (1992), dada la
cercania taxonémica entre el tipo de insecto con ¢l que trabajaron (Phoracantha semipunctata) y
nuestras especies de interés. De este modo fue seleccionado un caudal principal continuo de
4,1 1/min.

En cuanto a la salida del flujo de aire, dado que nuestros insectos poseen unas antenas de
muy variable y gran longitud -que puede oscilar entre menos de 4 cm para los ejemplares mas
pequetios de P. germari y rondar los 10 cm para los machos méas grandes de C. welensii-, se
estimé que la aplicacién mis conveniente serfa mediante un difusor ancho y plano, boquilla
Windjet, 2 la manera empleada por Nagai (1981), que abarcara toda o gran parte de la
longitud de la antena.

Preparacidn de estirmulos

Esta es, junto con la colocacién de los electrodos, una de las cuestiones mas delicadas
asociadas 2 un dispositivo para el estudio de respuestas olfativas, ya que es necesatrio
encontrar uno o varios compuestos que originen una sefial lo suficientemente buena como
para poder concretar posteriores cuestiones metodolégicas importantes de cara a este tipo de
trabajos, como son la frecuencia 6ptima de estimulaciones, la duracién funcional de la
preparacion del insecto, la cantidad ideal de estimulo aplicado y la relacién dosis-respuesta.

A la hora de preparar los estimulos hemos optado por el modo convencional, aplicando
una pequefla cantidad de disolucién del compuesto sobre una tira de papel de filtro, e
introduciendo esta dentro de una pipeta Pasteur desechable. La pipeta asi rellena se considera
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cargada con el estimulo, y se puede conectar directamente al dispositivo de inyeccion e
introducir su punta en el flujo principal.

Las sustancias cuya actividad estimulante se pretendc cstudiar se mezclan con un
solvente (generalmente hexano o aceite de parafina), a dosis variables. La cantidad de mezcla
estimulante empleada por nosotros fue de 20 microlitros, aplicados en una tira de 50 x 5 mm
de papel Whatman n°1 (similar a la empleada por Barata ¢f a/ 1992 y Park y Hardie 1998).
Como inyeccién control se emplean pipetas Pasteur conteniendo una tira similar de papel
Whatman n°1, cargada inicamente con el solvente (lo que denominamos “inyeccién control”
propiamente) o sin ningin tipo de compuesto afiadido (denominindose entonces “inyeccion
en blanco”™).

Inveccion de estimulos

Es precisamente sobte el caudal principal donde son aplicadas las sustancias cuya
capacidad estimulante se quiere probar. De este modo, cuando la corriente principal llega
hasta la antena del insecto es portadora del compuesto quimico estudiado. Esta aplicacion se
efectia mediante la inyeccién de un caudal determinado de aire sobre dicho flujo, el “caudal
de inyeccién”, una vez que este ha sido forzado a pasar a través de la pipeta Pasteur cargada
con el compuesto quimico.

Nosotros hemos probado dos procedimientos: uno manual, empleando una jeringa y
otro automatizado mediante un sistema eléctrico de inyeccidon. Para este Gltimo se pueden
encontrar en el mercado diversos dispositivos, algunos especificamente desarrollados para la
electrofisiologia de insectos, pero decidimos implementar dicha automatizacién a partir de
elementos mas sencillos, mas faciles de encontrar y de coste econémico considerablemente
menor. Nuestro dispositivo es simple: consta de una electrovilvula provista de un
temporizador.

La electrovalvula va situada al extremo del ramal que porta el “caudal de inyeccién”, y
hace las veces de jeringa; el tempotizador es asimétrico, por lo cual permite seleccionar la
duracién de apertura de la electrovalvula (es decir, la duracién de la estimulacién) asi como la
frecuencia entre aperturas de la misma (o lo que es lo mismo, el tiempo de reposo entte
estimulaciones consecutivas). La precisién del temporizador es tal que se pueden conseguir
tempotizaciones minimas de alrededor de 0,1 segundos en funcionamiento o en paro.

Figura 11.2. Electrovalvula conectada a pipeta Figura 11.3. Detalle de pipeta Pasteur preparada.
Pasteur.
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La inyecciéon del estimulo sobre el caudal prncipal se efectué a 2,5 m de su
desembocadura sobre la antena, tanto cuando se efectué manualmente como cuando fue
automitica. En uno u otro caso se hizo pasar el caudal de inyeccién a través de una pipeta
Pasteur, cuya punta fina estaba inserta en un orificio de unos 2,5 mm de didmetro practicado
directamente sobre el ramal principal. En la inyeccién manual se aplicaron instantineamente
mediante la jeringa 10 ml de aire. En el caso automatizado, la electrovilvula se encargd de
permitir o impedir el paso del aire desde el conducto inyector a la pipeta; el caudal empleado
en este caso fue de 0,5 1/min, valor similar al empleado por otros autores.

Por ultimo, es necesario establecer la duracién de la estimulacién (en caso de inyeccion
automatizada) asi como la frecuencia con que se lleva a cabo la misma. La duracién
establecida fue de 0,3 segundos (Syntech 1998); y respecto a la frecuencia, se probé con
distintos valores entre 3 y 15 segundos.

I1.2.1.2. Preparacion de insectos para la captacion de respuestas

Material

Los materiales y productos empleados tanto para la sujecién del insecto como para la
preparacion e implantacidn de electrodos han sido los siguientes:

LLupa binocular Letka GZ 6.

Fuente de luz fria Intralux 4000, de 92,5 w.

Caja de madera de 10 x 15 x 4 cm.

Dos pletinas metalicas curvadas, tipo abrazadera, de 1 cm de ancho.
Pletina plastica curvada de 0,5 cm de ancho.

Dos piezas prismaticas de goma, de 2x 10 x 1 cm.

Alambre de cobre de 0,1 mm de didmetro.

Una pieza de cuero flexible de 5 x 3 cm.

Alfiler entomolodgico de calibre 01.

Pinzas metalicas.

Mechero Bunsen.

Capilares de vidrio de 0,5 mm de diametro interno y 1,5 mm de didmetro externo.
Alambre de plata, de 0,4 mm de diametro.

Béscula Explorer Ohaus, con precision de 0,001 g.

Cloruro potasico cristalizado.

Polivinilpirrolidona en polvo.

Agua destilada.

Matraz de vidrio de 250 cc.

Viales de plastico de 1,5 ml.

Pinzas de madera.

Micromanipulador Kithnert, capaz de reducir los movimientos en 1:10.
Micromanipulador Siskiyou, con precisién de 10 micras.
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Métodos

Sujecidn del tnsecto

Las especies sobre las que se han centrado los trabajos se caracterizan por su gtran
tamafio, generalmente 4-5 cm de longitud y entre 1-1,5 cm de ancho, y su gran fuerza; de
modo que esto supone una ventaja a la hora de su manipulacién, pero dificulta su sujecion.
Para llevar a cabo la misma hemos empleado una caja de madera a la que se atornillaron dos
pletinas metalicas tipo abrazadera. El insecto se envolvia en una pieza rectangular de cuero y
era sujetado mediante las pletinas. La cabeza se inmoviliz6 mediante una pequefia pieza curva
de pléstico, que se podia atornillar también a la caja. Las antenas, por ultimo, se fijaron a una
pieza rectangular de goma ajustada a la caja de madera, mediante finos alambres de cobre a la
manera propuesta por Cotk y colaboradores (1990), y Park y Hardie (1998).

Elaboracién de los electrodos

En las pruebas efectuadas hemos empleado microelectrodos capilares con filamento de
plata. Estos microelectrodos fueron fabricados a partir de capilares o micropipetas
comerciales de vidrio, de 7 cm de longitud, 1,5 mm de didmetro externo y 0,5 mm de
didmetro interno. Los capilares se calentaban cuidadosamernte a la llama de un mechero
Bunsen, y se estiraban manualmente. Mediante este procedimiento se pueden conseguir sin
dificultad capilares con un didmetro en punta fina de alrededor de 10 micras, aunque lo usual
fue trabajar con grosores de entre 70 y 100 micras. Este tamafio se consideraba suficiente en
comparacién con el grosor de las antenas de los insectos estudiados.

Dicho capilar se llena con una solucién salina que sea capaz de permitir la continuidad
eléctrica entre la hemolinfa de la antena y las conexiones terminales de la unidad de registro
de la respuesta (Cork e# a/. 1990), lo cual consitituye un aspecto importante en la elaboracién
de los electrodos. Se decidié emplear una solucién 0,1 N de cloruro potasico (Syntech 1998),
la cual penetraba en los capilares por capilaridad, hasta llenar los 1,5 cm extremos del
microelectrodo. Para reducir la evaporacién de la solucién, se afiadié a la misma el compuesto
polivinilpirrolidona, en la proporcién de un 3% en peso.

Colocacidn de los electrodos

En nuestras pruebas el electrodo registrador se colocd de dos maneras distintas: inserto
en el extremo del décimo segmento, tras seccionar el segmento restante; o bien recubriendo
el extremo intacto del undécimo segmento, de modo que aproximadamente su mitad apical
quedara “enfundada” dentro del capilar. Aunque se obtuvo respuesta por los dos
procedimientos, finalmente se optd por estudiar las respuestas obtenidas sin dafiar el extremo
de la antena. (

El electrodo de referencia se inserté en la base de la antena, concretamente en la
membrana intersegmental entre el escapo y el pedicelo (figura I1.5). La manipulacién de los
electrodos para su colocacién se efectudé con la ayuda de una fuente de luz frfa, una lupa
binocular y dos micromanipuladores (figura I1.4). Uno de los manipuladores permitia mayor
precision de movimientos, empleandose para la colocaciéon del electrodo de referencia,
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mediante el otro se realizaban movimientos menos finos, pero que resultaban suficientes para
colocar el electrodo registrador en cualquiera dec las variantes propuestas.

Figura ll.4. Dispositivo para la preparacién de Figura I1.5. Colocacion del electrodo de referencia.
insectos.

escapo : pedicelo

11.2.1.3. Recepcién y procesado de respuestas de EAG

Material

La grabaciéon y procesado de la sefial eléctrica se efectué mediante los siguientes
elementos:

Sonda registradora universal PRS-1 de Syntech, provista de amplificador de 10x.
Sonda de acero inoxidable para electrodos de referencia, con cable de conexién a
tierra.
Porta electrodos de acero inoxidable, para capilares de 1,5 mm de didmetro.
Sistema de adquisicién de datos multicanal USB-IDAC de Syntech, con conexién a
puerto USB.

e Programa Autospike-32 de Syntech, para la grabacién y andlisis de sefiales eléctricas.
Ordenador personal con sistema operativo Windows 98.

e Base reductora de electricidad estatica Anti-Static; 107 <R <1010,

Métodos

Finalmente, el cometido de este sistema es la recepcién y anilisis de la respuesta olfativa
del insecto ante determinados compuestos. Puesto que dicha respuesta se refleja en forma de
sefial eléctrica, es imprescindible que los impulsos sean transmitidos desde la hemolinfa de la
antena del insecto hasta el terminal activo de la sonda registradora. Este contacto eléctrico
tiene lugar a través de la solucién salina de los electrodos capilares, y se hace efectivo gracias a
un alambre de plata en contacto con dichas terminales e introducido en el capilar relleno con
Ia solucion. En nuestro caso, a las sondas “registradora” y “de referencia” se conectaron
sendos alambres de plata de entre 4 y 5 cm de longitud y 0,4 mm de didmetro, que una vez
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insertos en el capilar quedaban bafiados por la solucién en aproximadamente 1,5 cm desde su
extremo.

El sistema USB-IDAC empleado se encarga de amplificar, filtrar y digitalizar la sefial
eléctrica procedente del insecto, de modo que la pantalla del ordenador refleja la misma como
si se tratara de un osciloscopio. Cuando sc conectan los electrodos al insecto, se produce una
pequena sefial oscilatoria que es reflejada por el osciloscopio: la denominada “linea base”, que
en trealidad se puede considerar como el “ruido de fondo” de la preparacién. De este modo,
el sistema de recepciéon de la sefial permite apreciar instantineamente el potencial de
oscilacién de la linea base, asi como cualquier tipo de fluctuacién que pueda tener lugar en la
misma. El software utilizado permite filtrar la sefial mediante dos tipos de filtro: uno para alta
frecuencia y otro para baja frecuencia. El primero permite la seleccién de tres valores: 20 Hz,
3 kHz y 20 kHz; el segundo permite seleccionar un gran nimero de valores, entre el més bajo
(denominado “DC”) y los 200 Hz. Posteriormente a la adquisicién de la sefial, puede
realizarse un segundo filtrado para ambos tipos de frecuencia.

Los valores manejados para los filtros fueron de 0,1 Hz y “DC” para el filtro de baja
frecuencia y en torno a 20 Hz para cl de alta frecuencia (Syntech 1998). En cuanto a la
capacidad de muestreo del sistema, el maximo es de mis de 95.000 muestras por segundo
cuando s6lo se usa uno de los cuatro canales de grabacién de que dispone. En nuestro caso
se ha probado con rangos de muestreo que oscilaron entre las 400 y las 15.000 muestras por
segundo.

En la tabla I1.2 resumimos los principales parametros fijados, finalmente, en relacién con
la aplicacién de estimulos y la captacion y procesado de respuestas.

Tabla I1.2. Valores fijados para los parametros del dispositivo para estudio de la respuesta de EAG relacionados
con la aplicacion de estimulos, asi como para la captacion y procesado de respuestas.

Caudal principal: 4,1 1/min.

Caudal de inyeccién: 0,5 1/min.

Duracién de la inyeccion automatizada: 0,3 segundos.

Volumen de aire aplicado mediante inyeccién manual: 10 mililitros.

Filtro de baja frecuencia: 0,1 Hz.

Filtro de alta frecuencia: 20 Hz.

Intensidad de muestreo: 400 muestras por segundo.

El dispositivo configurado de esta manera se ha empleado para obtener las primeras
respuestas de EAG de C. welensii y P. germari.
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I1.2.2. Primeras pruebas de EAG en C. welensii y P. germari frente al (E)-2-
hexenal, esencia de trementina y acido acético

11.2.2.1. Obtencion de insectos adultos

Los adultos pertenecientes a las dos especies de cara a este trabajo: C. welensiz y P. germar,
presentan habitos crepusculates y nocturnos (Romanyk y Cadahia 1992; Vives 2000). A partir
de lo anterior y confiando en las grandes dimensiones de estos insectos, unos 25-65 mm de
longitud, se plante6 como método de captura la basqueda directa de los mismos durante el
momento del dia en que se encontraban activos.

Los petiodos de vuelo citados patra estas especies por Vives (2000 y 2001) son los
siguientes: desde mayo hasta agosto para C. welnsiz (con maximo en junio y julio); y de junio a
mediados de agosto para P. germari (con maximo en julio). De esta manera, las primeras
tentativas de captura se efectuaron durante el verano de 2001, iniciindose en la primera
semana de julio y terminando a mediados de agosto; los afios 2002 comenzaron a finales de
mayo y terminaron a finales de agosto.

Todos los ejemplares proceden de la misma zona: una dehesa de alcornoque en el
término municipal de Almonte (Huclva). La metodologia piloto de busqueda y captura se
establecié en las primeras visitas, donde se efectuaron observaciones del tipo siguiente:

Fecha y hora de la captura.
Aspecto exterior del arbolado frecuentado mas asiduamente por estos insectos.
Tipo de galerias y oquedades que los insectos parecian preferir a la hora de
guarecerse.
e Momento aproximado del dia en que los insectos abandonaban sus refugios y salian
al exterior, haciéndose visibles.
Manera de forzar la salida de los insectos de sus galerias de forma rapida.
Respuesta de los insectos a la lluminacidn directa.

A partir de estas observaciones se decidié efectuar la bisqueda en la franja horaria entre
las 21.00 horas y las 1.00 horas; en alguna ocasién se comenz6 el recorrido de la dehesa antes
de la hota resefiada, iniciandose la visita a partir de las 20.00 horas. En las visitas se recortia la
dehesa con una linterna, tal como propuso Moral (1994), sin direccibn ptreestablecida y
observando el arbolado existente.

Durante las horas de visita se podian detectar facilmente los insectos dado su tamafio, o
bien indirectamente porque sus antenas sobresalian al exterior de las galerfas. Una vez
detectados los insectos se retiraba la luz para evitar su huida, y se capturaban sencillamente a
mano o con ayuda de una pértiga. Los que se encontraban en los orificios podian ser sacados
con cierta facilidad con la ayuda de un tallo de graminea.

Una vez capturados, los c¢jemplares de ambas especies se mantuvieton en el laboratorio
en recipientes individuales de plastico perforado de 15 cm de diametro y 8 cm de fondo, en
los que se colocaba un pedazo de corcho que les proporcionara cobijo. Las condiciones de
temperatura y humedad fueron las ambientales. A cada ejemplar se le proporciond un
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pequerio recipiente relleno de algodén, en el que se depositaba agua azucarada (4%). Se
observé que esta mezcla era aceptada por C. welensii, pero no en apatiencia por P. germari.

Aunque se probé con varios cjemplares (un total de 15 individuos de P. germari y seis de
C. welensi), aquellos para los cuales se logrd efectuar una preparacién adecuada y registrar las
primeras respuestas fueron los siguientes:

e . germari: once ejemplares, todos machos.
o  C. welensiz: cuatro ejemplares (tres machos y una hembra), pero sélo a un ejemplar de
cada sexo se les aplico la serie completa de los tres compuestos estudiados.

Segun se ha dicho, los ejemplares de C. weknsii y P. germari se capturaron en campo
durante el periodo de vuelo, excepto uno de los machos de C. weknsiz, que se capturd antes de
su emergencia en el término municipal de Monesterio (Badajoz). Se emple6, ademds, como
comparacién, un ejemplar macho de Phoracantha semipunctata. Dicho individuo procedia de las
generaciones de reciente emergencia obtenidas en los laboratorios del Centro de
Investigacion y Tecnologia del Grupo Empresarial ENCE.

I1.2.2.2. Compuestos estudiados

Los compuestos probados fueron los siguientes:

e (E)-2-hexenal (pureza del 98%; Sigma-Aldrich).
e Lisencia de trementina (pureza 99,5%; Panreac).
e Acido acético (pureza > 99,5%; Fluka).

Para cada uno de los compuestos se prepararon disoluciones al 50% en aceite de
parafina. Cada inyeccion estimulante consistié en la aplicacién sobre una tira de papel de
filtro (50 x 5 mm) de los 20 microlitros de la mezcla descrita. Las tiras de papel impregnadas
se introdujeron, una vez transcurrido un tiempo de ®2 minutos, en pipetas Pasteur de vidrio;
posteriormente, las pipetas fueron selladas con tapones de goma hasta el momento de su
empleo.

I1.2.2.3. Metodologia experimental

Cada serie de inyecciones se inicié con una “inyeccién control” constituida por 20
microlitros de accitc de parafina, que se aplicé de la misma manera que los otros compuestos.
A continuacién se inyectaron los tres compuestos, en orden establecido al azar y espaciados
15 segundos. Se efectuaron tres réplicas por insecto para las series asi descritas, con un
espaciamiento aproximado de cinco minutos entre series.
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11.3. Resultados

I1.3.1. Dispositivo para el estudio de la respuesta de EAG

I1.3.1.1. Dispositivo de aplicacion de estimulos

Influencia de la generacion, regulacion y aplicacién de la corriente de aire sobre la
respuesta de EAG

El flujo establecido, de tipo continuo, no ha ocasionado aparentemente problemas de
desecacién excesiva de la antena. En general, de las antenas de los insectos que respondieron
frente a un estimulo flufa hemolinfa tras retirar el electrodo de referencia al final de la sesion
de trabajo; dicha duracién oscil6 entre una hora y media y seis horas.

Aunque el dispositivo propuesto para la generacién y regulacién de la corriente de aire
manifest6 un comportamiento generalmente “estable”, se encontré6 un pequefio
inconveniente asociado al arranque y parada del motor. Este consistié en que el caudal de aire
suministrado por el compresor no se mantuvo constante en el valor seleccionado mediante el
caudalimetro, sino que experimentd cierta fluctuacién entre el momento en que el compresor
terminaba de cargar su depdsito y el momento en que reiniciaba de nuevo la carga. La
fluctuacién media del caudal observada cada 30 segundos tras efectuar tres ciclos seguidos
“fin de carga-reinicio de carga”, en las condiciones normales de aplicacién de un compuesto
(Q. principal =4,1 1/min; Q. de inyeccién =0,5 1/min; pipeta conectada en situacién de
trabajo), se expone en la figura I1.6B.

Figura 11.6. A) evolucién de la linea base y las respuestas de C. welensii frente a estimulaciones sucesivas cada
30 segundos [(E)-2-hexenal 50% en aceite de parafina]), durante un ciclo completo carga-recarga del compresor.
B) fluctuacion media de los caudales “principal” y “de inyeccién” suministrados por el compresor, a partir de tres
ciclos seguidos fin de carga (T=0)<>reinicio de carga (T=270). Presi6n de salida: 2 bares; temperatura: 25,5°C.
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El caudal principal oscilé de forma homogénea (+ 2,4 % respecto a los 4,1 1/min
prefijados) durante el ciclo de descarga del compresor. El caudal de inyeccidén se mantuvo
constante, y en el valor prefijado, a partir de los 60 segundos y hasta el final del ciclo; antes de
ese momento se produjo una variacién maxima del 6 %, durante 30 segundos, respecto a los
0,5 1/min preestablecidos. En la figura II.6A se aprecia que durante la carga del compresot,
que se prolongaba durantec un tempo de ~25 segundos, la linea base puede ofrecer una
apariencia mis irregular; si bien esto no ocurrié siempre. Un inconveniente asociado a este
hecho es que, en algunas ocasiones, dicha carga afect6 al normal funcionamiento de la unidad
de adquisicién de datos, invalidando los registros realizados.

Inyeccion de estimulos

La inyeccién automatizada proporciond la posibilidad de repetir las condiciones de la
estimulacién en ensayos sucesivos (figura I1.7), ya que se puede fijar tanto la duracién de la
misma como su frecuencia. Ademas, la automatizaciéon afiade comodidad a la aplicacién de
estimulos, ya que basta con conectar facilmente la pipeta cargada a la electrovalvula (mediante
una valvula de conexién automaitica) e insertarla en el caudal principal. Pero la inyeccion
manual depara resultados totalmente comparables (figura I1.8), aunque resulta algo mds
incémoda. La distancia de inyeccidén escogida (2,5 m) evité cualquier posible mnterferencia
eléctrica pot parte de la electrovalvula o el temporizador, y sélamente ocasiond un retraso en
la aparicion de la respuesta de menos de 0,5 segundos, con los caudales de trabajo manejados.

Figura 1.7. Respuestas de C. welensii frente a inyecciones sucesivas con 20 ul de (E)-2-hexenal 50% (v/v) en
aceite de parafina, automatizadas cada S segundos.

Sig118-1 a00s 7 o T Teoos i |

400 pv

-800 pV

200s R . S _ _...600s

Figura 11.8. Respuestas del mismo ejemplar de P. germari frente a 20 ul de trementina al 50% (v/v) en aceite de
parafina, aplicados mediante dos procedimientos: a) inyecciébn manual de 10 mi de aire con jeringa; b) inyeccion
automatizada (0,5 I/min durante 0,3 s; equivalentes a =2,5 mi). La circunferencia enmarca los valores del
potencial negativo maximo (440 uV en el primer caso y 400 uV en el caso automatizado) resultante de la
estimulacion, asi como el tiempo gue tarda en ser alcanzado (milisegundos), tal y como son mostrados por la
herramienta de medicién del programa AutoSpike. Las flechas indican el tiempo de retorno a la situacién de
reposo, medido con la misma herramienta.
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Sujecién del insecto y colocacién de electrodos

Mediante el método de sujecion propuesto, el tempo empleado en sujetar
completamente un insecto para la electroantenografia rondé los 10-15 minutos, tras los cuales
los ejemplares permanecieron mnmoviles durante todo el tiempo que duraba la sesién (por lo
comun varias horas). Después de cada sesion de trabajo los insectos se devolvian al recipiente
donde se habian mantenido tras su captura, no pareciendo acusar ningin tipo de dafio
importante.

En cuanto al llenado de los capilares, la adici6n de polivinilpirrolidona (PVP) para evitar
la formacién de precipitados cristalinos de KCl por evaporacién de la solucidén salina
propuesta (KCl 0,1 N), resulté adecuada cuando los electrodos se introducian en la antena.
En cambio, en la variante en que el electrodo registrador recubria la antena, y dado su grosor
en estos insectos, la evaporacién se producia con cierta rapidez (en algunos casos en menos
de una hora), lo cual constituy6é un inconveniente.

Para la colocacion del electrodo de referencia se podia perforar la cuticula con un alfiler
entomolégico fino, o bien emplear el propio capilar de vidrio. En C. welnsii la propia presioén
con el capilar lo introducia facilmente en la antena, mientras que en P. germari, la disposicién
de su cuticula dificulté esta forma de proceder y aconsejé la perforacién previa con un alfiler
entomoldgico. La manipulacién de los electrodos para su colocacién, con la ayuda de una
fuente de luz fria, una lupa binocular y dos micromanipuladores resulté suficientemente
precisa. En este proceso se invirtié un tiempo oscilante entre los 20 y los 30 minutos. De este
modo, el tiempo total dedicado a la preparacién de un insecto oscilé entre los 30 y los 45
minutos.

Figura 11.9. Ejemplares de Prinobius gemnari (a) y Phoracantha semipunctata (b) preparados para la
electroantenografia.
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I1.3.1.2. Grabacion y procesado de respuestas electrofisiolégicas

La unidad USB-IDAC muestra a través de la pantalla del ordenador la sefial procedente
del insecto a tiempo real, lo cual permitié comprobar que la seleccién de valores de filtracion
que se alejaban de los 0,1 Hz o “DC” para baja frecuencia y 20Hz para el filtro de alta,
recomendados para sefiales de muy baja frecuencia como las que habitualmente proceden de
las pruebas de EAG (Syntech 1998), ocasionaban el aumento rapido del ruido de fondo. Por
otro lado, el empleo de valotes de muestreo altos (mds de 9.000 muestras por segundo) no
parecié mejorar el aspecto de la linea base, y en cambio aumentd considerablemente el
tamafio de los archivos de almacenamiento generados. Esto puede llegar a causar problemas
de funcionamiento del ordenador en largas sesiones de trabajo, por lo cual resultan mais
recomendables rangos de muestreo de 1.000 a 9.000 muestras por segundo, siendo los de
alrededor de 1.000 muestras por segundo plenamente satisfactorios.

Es deseable que el potencial de oscilacién de la linea base resulte lo mas bajo posible,
para que no enmascare la fluctuacién en la misma debido a la respuesta frente a posibles
estimulos. Los valores encontrados en nuestras experiencias con P. germari 'y C. welensii en las
condiciones de trabajo (filtros de 0,1Hz y 20Hz) han oscilado entre 0,9 mV sin el empleo de
base reductora de electricidad estitica, y en torno a los 0,16 mV en caso de utilizar dicha base;
si bien estos valores variaron con cada preparacién. La posicién del mecanismo inyector
respecto a la sonda (2,5 m) no introdujo ningiun tipo de interferencia debido a su
funcionamiento, de modo que consideramos que la linea base obtenida en estas condiciones
se debe a la colocacién de los electrodos en el insecto. Hay que recordar, no obstante, que la
carga del compresor si podia llegar modificar ligeramente la apariencia de la linea base.

Figura 11.10. Distintas apariencias de la linea base en una preparacién de P. germari. a) colocacién defectuosa de
los electrodos; b) colocacién correcta, sin emplear alfombrilla anti-estatica; c) colocaciéon correcta, empleando
alfombrilla anti-estatica. Configuracion normal de trabajo: filtros de 0,1 Hz y 20 Hz para baja y alta frecuencia
respectivamente.

81.4s Sig245-1 72.6 s| [sig212-1 15s

-1 mv -1 mv

81.5s 725s 14s

65



Capitulo 1T

I1.3.2. Primeras pruebas de EAG en C. welensii y P. germari frente al (E)-2-
hexenal, esencia de trementina y acido acético

Los insectos con los que se efectuaron las primeras preparaciones parecian activos; sin
embargo, en los seis primeros intentos (cuatro ejemplares de Prinobius y dos de Cerambyx) no
se consiguié establecer contacto eléctrico adecuado con la antena. Se comprobd que estos
insectos presentaban un alto grado de desecacién en la antena, lo cual se evidenciaba por la
ausencia de hemolinfa al perforar su membrana y/o al retirar el electrodo. L.os posteriores
intentos se realizaron con ejemplares que mostraban una vitalidad aparentemente mayor que
los primeros insectos. En estos casos si se lograron preparaciones adecuadas, encontrandose
respuestas de EAG para ambas especies frente a los tres compuestos probados. La figura
I1.11 refleja la comparacién entre la forma y magnitud de algunas de las respuestas
encontradas en C. welenszi, P. germari y P. semipunctata frente al (E)-2-hexenal disuelto en aceite
de parafina.

Figura 11.11. Respuestas de EAG frente al (E)-2-hexenal en aceite de parafina (20 ul al 50%, v/v) y a la inyeccion
control (fila inferior), de un macho (a) y una hembra (b) de C.welensii, un macho de P. germari (c) y un macho de
P. semipunctata (d). La flecha en las figuras b y d indica anomalias en la recepcion de la respuesta, que no son
tenidas en cuenta en la medicién.

a b c d

Sig138-1 Sig193-1

-1 mv ) -1mv -1 mvV

200s

Las respuestas de EAG encontradas tienen, siguiendo los términos de Park y
colaboradores (2002), la forma tipica sinusoidal, originada por una rapida despolarizacion
seguida de una recuperacion mas lenta hasta el nivel de base. La despolarizacién ocurro, por
lo general, en un tiempo de 0,3 a 0,6 segundos; hubo casos (figura I1.8b) en que bajé de 0,2
segundos, mientras que en otros (como la respuesta superior de la figura I1.11a) se acerco a
los 0,9 segundos. Se aprecia que las respuestas a la inyeccién control son pricticamente
inapreciables, salvo en el caso del macho de C. welensii. La recuperacion de la sefial vari
segun la intensidad de la misma: para el macho de C. welensii se alcanzé en unos 14 segundos;
para la hembra de esta especie, asi como para el macho de P. germarz, se precisaron sélo 4,5
segundos; finalmente, para P. semipunctata fueron necesarios =7 segundos.

La forma de la sefial provocada por la trementina resulté similar a la del (F)-2-hexenal
(figura 11.12). En cambio, para el dcido acético la respuesta presentd distinta forma,
produciéndose la caida de potencial de forma mas suave y encontrandose, incluso, una leve
oscilacion positiva al comienzo de la respuesta.
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Figura I.12. Respuestas tipicas de EAG de C. welensii frente al acido acético (a), (E)-2-hexenal (b) y trementina
(c). Las flechas indican anomalias en la sefial, no consideradas en la medicion de la respuesta.
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La figura anterior muestra, ademas, la estabilidad y magnitud de la linea base, asi como la
aparente recuperacion adecuada de la antena tras cada inyeccién a la frecuencia empleada
(aqui 15 segundos), incluso después de alcanzarse intensidades considerables [mas de 0,7 mV
para el (EE)-2-hexenal].

La tabla I1.3 y la figura 11.13 reflejan las respuestas medias netas obtenidas para C. welensii
y P. germari, frente a los tres compuestos probados.

Tabla 11.3. Estadisticos descriptivos de la respuesta neta de EAG de C. welensii y P. germari frente al (E)-2-
hexenal, acido acético y trementina en mezclas al 1:1 (v/v) con aceite de parafina. M= media; DT= desviacion
tipica.

. (E)-2-hexenal Acido acético Trementina Parafina
Especie Sexo
M(mV) DT(mV) M(@mV) DT(mV) M(mV) DT(mV) M(mV) DT(mV)

P germari Maphqi_“!]____p,ﬂ 006 0 09 _____ 0,07 021 011 0,02 0,02

. Macho 1 0,72 0 0,12 0 0,46 0,03 0,17 0,18
C. welensii

Hembra 1 0,59 0,14 0,14 0,05 0,51 0,04 0,06 0

(*). La media y desviacion tipica para cada compuesto corresponden a las tres repeticiones efectuadas sobre cada
ejemplar.

Para P. germari, la mayor respuesta se obtuvo frente a la trementina, alcanzandose un
valor medio (0,21 mV) cercano al doble del obtenido para las otras dos sustancias. Esta
respuesta resultd, en cambio, muy baja en comparacién con la provocada en C. welensiz (0,59 a
0,72 mV, segun el sexo) por su mayor estimulante, el (E)-2-hexenal. En esta especie, las
respuestas frente a la trementina y acido acético fueron también mayores a las encontradas en
P. germari, donde las intensidades resultaron ser ~41 al 46% (para la trementina) y 64 al 75%
(acido acético) de las encontradas en C. welensi:.

Por el contrario, se encontré que un ejemplar de C. welensii respondid ante el (E)-2-
hexenal al 50% (v/v) en aceite de parafina alcanzando 2,98 mV. El ejemplar de P. semzpunctata
al que se aplico este mismo tipo de estimulo respondié con 1,6 mV (figura I11.10).
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I1.4. Discusion

11.4.1. Dispositivo para el estudio de la respuesta de EAG

El dispositivo propuesto para el estudio de la respucsta clectroantenogréfica de estimulos
olfativos ha permitido demostrar que las especies C. welensii Kister y Prinobius germari Dejean
son capaces de responder frente a ciertos cstimulos olfativos, en patticular (E)-2-hexenal,
dcido acético y esencia de trementina. Si bien los dos primeros ya han originado tespuestas en
otros insectos de posicién taxondémica muy distinta (Wadhams 1992; Gonzalez et al 1994,
Suckling e /. 2001; Barata ez a/. 2000), la esencia de trementina como tal no ha sido probada,
hasta donde tenemos conocimiento, como estimulante en estudios de EAG. La aptitud
mostrada por ambos insectos permite iniciar los trabajos de investigacién de cara al estudio
de la repercusion de los estimulos olfativos en el comportamiento de ambos cerambicidos.

El primer aspecto de cara al planteamiento de trabajos cn csta linea lo constituye la
posibilidad de obtencién de ejemplares en cantidad adecuada. A pesar de que la ctia en
laboratorio de insectos de este tipo estd profusamente documentada (Notario 1978; Viedma e#
al. 1983; Notario y Castresana 1985; Notario ef 2/ 1993; Herndndez ef 4/ 1994), nuestros
intentos no han obtenido frutos satisfactorios. En cambio, la captura directa en campo resulta
un método sencillo y ripido para obtener un nimero suficiente de ejemplares. No obstante,
esta practica presenta dos inconvenientes: 1) se desconoce el momento de la emergencia de
los insecto y, con ello, el estado fisiologico de los mismos; 2) hay momentos (a partit de
mediados de agosto) en que resulta dificil llegar a encontrar una decena de ejemplares con un
esfuerzo razonable, lo cual puede perjudicar la experimentacién en laboratorio.

En cuanto a las caracteristicas del dispositivo, el caudal principal escogido potr nosotros
(4,1 1/min) sc¢ puede considerar medio-alto, comparado con los 0,25 1/min de nitrégeno
empleados por Cork y colaboradores (1990) y los 9 1/min de Den Otter y Saini (1985). El
comportamiento de las respuestas, asi como el estado de los insectos, tras las primeras
pruebas de EAG, no hacen temer la aparicién de problemas con la hipotética desecacion de
la antena asociada a la aplicacién de flujos continuos. No obstante, este aspecto sera
analizado con mas detalle en el siguiente capitulo, cuando se estudie el comportamiento de
una preparacién durante varias horas de trabajo.

La variacién del caudal principal a partir del valor prefijado (4,1 1/min) fue pequefia
(<3%) y homogéneamente distribuida durante los casi cinco minutos de descarga del
compresor, no repercutié en la respuesta del insecto, ya que la linea base se mantuvo estable
mientras no era aplicado ningin estimulo (ver fig. I1.8). Por otro lado, una fluctuacién
excesiva en el caudal de inyeccién podria afectar a la cantidad de volatiles arrastrados tras su
paso por la pipeta Pasteur, y con ello a la presencia de los mismos en el flujo incidente sobre
la antena. La baja variacién hallada en nuestro caso (disminucidén < 6%) y la brevedad del
tiempo en que se produce respecto al ciclo total del compresor, hacen pricticamente
despreciable una hipotética alteracidon de la respuesta del insecto, ya sea debida al cambio en
la cantidad de estimulo que llega a la antena o a la actividad de mecanoreceptores. Esta ultima
actividad deberia ponerse de manifiesto, caso de producirse, durante la inyeccién control. En
todo caso, el riesgo de que la carga del compresor afecte al normal funcionamiento de la
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unidad de adquisicién de datos, hace recomendable evitar las estimulaciones durante el corto
petiodo de tiempo que dura la misma.

La boquilla Windjet empleada por nosotros para aplicar el flujo de aire sobre la antena
del insecto, siguio la propuesta de Nagai (1981), consiguiéndose una cortina de aire “plana” y
uniforme de unos 5 cm de anchura y 3 mm dec alto. Esta forma de aplicaciéon resultd
suficiente para cubrir la totalidad de la antena en los ejemplares de tamafio medio, y buena

parte de la misma en los més grandes; resultando mis adecuada que la manera tradicional
consistente en una boquilla cilindrica de vidrio Malo e 4/ 2000; Park y Hardie 1998).

Respecto a la forma de inyeccién de estimulos, para estudios sistematicos y a frecuencias
altas, resulta muy util el dispositivo automatizado. En cambio, para espaciamientos dc las
inyecciones supetiores a un minuto, creemos mds versatil la inyeccién manual mediante
jeringa. El caudal elegido para la inyeccién mediante el procedimiento automatizado (0,5
1/min) fue similar al aplicado por otros autores (Coracini e @/ 2001; Park y Hardie 1998;
Kelling 2001), y presenta un valor medio entre los 0,18 1/min dc Den Otter y Saini (1985) y
los 2 1/min de Roelofs (1984).Una y otra forma de inyeccién deparan resultados comparables.
La inyeccién manual ha sido recomendada por autores clasicos en esta disciplina, como
Roelofs (1984), quien sostiene, ademads, que ligeras variaciones en la velocidad a la cual es
accionado el émbolo de la jeringa, asi como en la cantidad de aire impulsado, no son criticas
de cara a la amplitud de la respuesta resultante. La cantidad inyectada en nuestro caso (10 ml)
es alta comparada con los 1-3 ml que se han empleado en otros trabajos (Roelofs (1984;
Barata ez a/. 1992; Tkeda et al. 1993).

La cantidad de disolucion empleada (20 ul) es cercana a los 25 pl empleados por
diversos autores (Barata 1997; Park y Hardie 1998; Van Tol y Visser 2002), y puede ser
considerada alta. Dicha cantidad supera los 3 pl de Barata y colaboradores (2002) o los 10 pl
de White y Birch (1987) y Park y colaboradores (2002), pero esta muy por debajo de los 50 pl
empleados por Weibbecker y colaboradores (1997). Se escogié una cantidad deliberadamente
alta, que permitiera la captacion de la respuesta por pequefia que ésta pudiera resultar.

El punto de inyeccién escogido, relativamente alejado de la antena (2,5 m), no supuso
ningln inconveniente, sino que evitd cualquier posible interferencia eléctrica por parte de la
clectrovilvula o el tempotizador. Unicamente ocasioné un retraso en la aparicién de la
respuesta de menos de 0,5 segundos, con los caudales de trabajo manejados. Barata y
colaboradores (1992) aplicaron los estimulos a 1,5 metros de la preparacién, indicando
1gualmente la ausencia de inconvenientes salvo el leve retraso entre la inyeccioén del estimulo y
la aparicion de la respuesta.

Se considera que la duracién adecuada de una estimulacién oscila entre 0,3 y 0,5
segundos (Syntech 1998), suficiente para provocar la mayor variacién de potencial. Mayores
duraciones no producen sefiales mas altas, pero pueden ocasionar la adaptaciéon rapida de la
antena y, con ello, su pérdida de sensibilidad. En nuestro caso consideramos que la duracién
escogida para la inyeccién automatizada (0,3 segundos) resultd suficiente para verificar la
existencia de respuesta de EAG.

En cuanto a la frecuencia entre estimulaciones sucesivas, en esta ocasidén no ha resultado
un factor preocupante para nosotros, ya que pretendiamos comprobar la idoneidad del
dispositivo y metodologia propuestos para detectar la respuesta de los insectos, y no tanto
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caracterizar la misma. Aun asi, los resultados muestran que la frecuencia de 15 segundos
puede resultar insuficiente, en algunos casos, para que la linea base retorne a su posicién
inicial. Este riesgo podtia presentarse con tespuestas elevadas (préximas o supetiores a 3
mYV), tal y como se ha observado para un macho de C. welnsii frente a la inyeccién de 20 pl
de (E)-2-hexenal al 50% (v/v) en aceite de parafina.

La colocacién del electrodo de referencia inserto en la membrana intersegmental entre el
escapo y el pedicelo basales de la antena, y el registrador recubriendo aproximadamente el
tercio distal intacto del undécimo segmento, proporciond lineas bases estables con un ruido
de fondo de alrededor de 0,2 mV empleando base anti-estatica. Este nivel de ruido resulta
aceptable comparado con los resultados de Park y Hardie (1998) y Dolzer (2002). Segun estos
autores niveles préximos a 0,1 mV se pueden considerar como bajos, mientras quc valotres
préximos a 0,5 mV resultan relativamente altos. Un inconveniente, detivado de la colocacion
exerta del electrodo registrador, es la evaporacién de la solucién salina. Para paliar este
problema se emplea polivinilpirrolidona en la cantidad del 1-5% de la solucién salina
empleada; nosotros afiadimos el 3%, de modo que podtria resultar util para reducir tal
evaporacion aumentar dicha cantidad hasta el 5%.

En relacién con lo antetrior parece jugar un papel importante, al margen de la adecuada
colocaciéon de los electrodos, el estado fisiolégico de los ejemplares estudiados. En los
ejemplares envejecidos, el estado y/o la cantidad de hemolinfa en las antenas pueden no ser
adecuados, por lo que el contacto eléctrico se verd probablemente dificultado o impedido. La
corta longevidad de los individuos de estas especies sugiere que este problema puede llegar a
ser impottante, por lo que resulta aconsejable llevar a cabo los ensayos de EAG tan pronto
como se inicie el petfodo de vuelo.

I1.4.2. Primeras pruebas de EAG en C. welensii y P. germari frente al (E)-2-
hexenal, esencia de trementina y 4cido acético

Los tres compuestos estudiados: (E)-2-hexenal, trementina y 4cido acético, han
originado respuestas olfativas en C. welknsii y P. germari a las dosis probadas. Mientras que para
Cermbyx el compuesto mas estimulante fue el (E)-2-hexenal (respuesta neta media de 0,65 mV
entre los dos ejemplares), para Prinobius fue la esencia de trementina (neta media de 0,21 mV).
Sin embargo, en C. welnszi se ha encontrado que puede haber ejemplares cuya respuesta
supere ampliamente estos valotres, acercandose a los 3 mV.

La forma de la sefial de EAG encontrada en los dos cerambicidos sigue el patrén general
que se ha presentado en otras especies: rapida despolarizacidén que se traduce en una caida del
potencial (potencial negativo) registtado entre los dos electrodos, seguida de una
recuperacién mas lenta hasta alcanzar el nivel base. La posible aparicién de potenciales
positivos ante estimulaciones con 4cidos fuertes a dosis elevadas (como ocurre en la figura
I1.12a), ha sido citada ya en otras especies (Kelling 2001); atribuyéndose tal fenémeno a la
interaccién electroquimica del 4cido con el electrodo y no a una respuesta fisiologica.

El tiempo requerido, generalmente, para la despolarizacion en P. germari y C. welensii (0,3
a 0,6 segundos), resulta comparable a los 0,5 segundos encontrados por Cotk y colaboradores
(1990). Por otro lado, el tiempo de recuperacioén del nivel de base puede variar segin el tipo
de compuesto y el sexo (Thiéry y Marion-Poll 1998); el intervalo encontrado en nuestro
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trabajo (4,5 a 14 segundos) es del orden de magnitud del encontrado por estos autores, pero
resulta superior a los 2,5 segundos citados por Cork y colaboradores (1990).

Para estimar la calidad de la respuesta hallada mediante la metodologia propuesta, la
referencia de P. semipunctata resulta muy atil. Barata y colaboradores (1992) encontraron, para
todos los compuestos estudiados con este insecto aplicando inyecciones de 25 pl, que la dosis
1:1 en aceite de parafina produjo las respuestas mis altas. Como orientacién, indicar que para
esta dosis obtuvieron respuestas netas de 0,71 mV para el canfeno y 0,49 mV para el a-
pineno, pero estos valores se reducian bastante a dosis menores; asf, a 1:100 obtuvo 0,14 mV
para el canfeno y 0,21 mV para a-pineno. En trabajos posteriores, estos autores establecieron
como clasificacién orientativa de las respuestas de EAG la siguiente: pequefia (< 0,3 mV);
media (0,3-0,5 mV); grande (> de 0,5 mV) (Barata ez /. 2000). En este sentido, Struble y Arn
(1984) consideraron respuestas proximas a 0,7 mV como fuertes.

Park y Hardie (1998) encontraron amplitudes medias de respuesta de Aphis fabae de 1,2
mV frente a 25 pl de (E)-2-hexenal al 1% en aceite de parafina. Otro resultado con
cerambicidos que puede servir de referencia es el de Ikeda y colaboradores (1993), en cuyos
trabajos el compuesto que reflejé la mayor respuesta simultinea en las especies Anaghptus
subfasciatus y Demonax transilis fue el bencil acetato. Tal compuesto origind, aplicando 11 ul al
10% en hexano , valores de 1,6 mV en los machos y 0,3 mV en las hembras de D. rransiis,
mientras en A. subfasciatus provocd fluctuaciones de 1 mV en las hembras y 0,3 mV en los
machos. Los valores antetiores sugieren que la respuesta encontrada en C. welensii cabe ser
considerada alta, y es posible que puedan encontrarse registros medios mayores, habida
cuenta de la alta respuesta encontrada en un ejemplar (2,96 mV). La de Prinobins, en cambio,
se estima como baja, aunque parece ser del orden de los valores que se pueden encontrar en
otros cerambicidos para determinados compuestos.

Aunque Roelofs (1984) recomendaba emplear como estimulo estindar aquel que
ptovocara respuestas medias de entre 1 y 2 mV, cuando se trabaja con cerambicidos estos
valores no parecen resultar ficiles de alcanzar. Consideramos, pues, que para C. welensii el (E)-
2-hexenal puede resultar adecuado como estimulo estindar. En P. germari la decisién es mas
arriesgada; no obstante, siguiendo la linea de razonamiento de Syntech (1998), segin la cual
puede ser empleado como estandar cualquier compuesto que provoque una respuesta
aceptable, podriamos decidir en primer término el empleo de la trementina como estimulo
estandar.

Por tltimo, las causas por las que no se encontrd ningun tipo de respuesta en los demas
insectos pueden ser de dos tipos: puede que no se lograra un contacto eléctrico adecuado con
la antena del insecto, o bien puede que el estado fisiolégico del mismo no fuera el adecuado;
también podrian haberse dado las dos cuestiones simultaneamente.

El contacto eléctrico puede entorpecerse por muchas razones: alguna particula
obstaculiza el flujo de hemolinfa dentro de los electrodos, pérdida del contacto entre la
solucién salina y el filamento de plata de alguno de los electrodos, movimiento de un insecto
mal fijado, que descoloca algun electrodo, o simplemente que alguno o ambos estaban mal
colocados. En varios insectos en los cuales no se encontré respuesta medible (cuatro
ejemplares de P. germari y dos de C. welensit), se pudo apreciar que la preparacion de la antena
para la colocacién de los electrodos no ocasionaba flujo de hemolinfa, o este era escaso. Esta
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circunstancia hizo pensar que tales insectos estaban préximos a su longevidad fisiologica
méxima, por lo cual el estado de la antena podria no ser el adecuado para la transmision del
estimulo recibido.
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Capitulo il

Efecto sobre la respuesta de EAG de Cerambyx welensii y
Prinobius germari de las condiciones de estimulacién y la
duracion de la preparaciéon; y diferencias de respuesta
entre sexos e individuos

IIl.1. Introduccién: Parametros que condicionan el comportamiento de los
insectos en las pruebas de EAG

El comportamiento de los insectos en las preparaciones para las pruebas de EAG puede
verse afectado por factores de variada naturaleza. Algunos tienen que ver con aspectos
experimentales como los descritos en el capitulo II, por ejemplo el caudal y grado de
humedad del aire que llega a la antena, asi como su forma de aplicacién, o la elaboracién y
colocacion de los electrodos. Otras variables dependen de las condiciones en que se efectia la
aplicacién de los estimulos (frecuencia, duracién, dosis y cantidad de la mezcla estimulante
aplicada). También pueden influir las condiciones ambientales durante la sesion (temperatura
y humedad), ademas del propio estado fisiolégico de los individuos. Todos estos factores
ejercen una gran influencia sobtre un aspecto importante en relacién con este tipo de trabajos:
la duracién de la preparacién para estudio de EAG.

Un aspecto previo al analisis de dicho comportamiento lo constituye la seleccion del
compuesto estandar a partir del cual se realice el estudio; este compuesto debe ser aplicado en
las mismas condiciones a todos los ejemplares. Las pruebas preliminares efectuadas en el
capitulo II permitieron seleccionar un compuesto para cada especie que tuviera este caracter:
(E)-2-hexenal para C. welensiz y esencia de trementina para P. germari. El compuesto estandar
se emplea también en estudios posteriores, cuando el objetivo sea analizar la respuesta frente
a conjuntos mis o menos amplios de sustancias, ya que en este caso cada respuesta obtenida
se suele “normalizar”, expresandola como valor relativo respecto a la provocada por el
estandar.

Entre los cerambicidos estudiados con técnicas de EAG se han empleado como estandar
diversos compuestos: (E)-2-hexenal y 1,8-cineol en hexano para Phoracantha semipunctata
(Barata 1997); linalol y linalil acetato disueltos en n-hexano con_4naghptus subfasciatus (Ikeda et
al. 1993); o-pineno en hexano para Arhopalus tristis (Suckling ez a/. 2001). Otros tipos de
estandares encontrados en coledpteros son la solucién acuosa de 4cido acético para el
escolitido del olivo Phlseotribus scarabacoides (Gonzalez et al. 1994), o la solucién de (Z)-3-
hexen-1-ol en aceite de parafina empleada por Weibbecker y colaboradores (1997) con el
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crisomélido 1 .eptinotarsa decemlineata y por Van Tol y Visser (2002) con el curculiénido
Otiorhynchus sulcatus. Ya en otros 6rdenes de insectos, destacar el empleo de (E)-2-hexcnal

disuelto en aceite de parafina con el 4fido Aphis fabae (Park y Hardie 1998).

Respecto al empleo de estindares es interesante recoger la opinién de Brockerhoff y
Grant (1999). Estos autores sostienen que es habitual que la antena se fatigue cuando es
estimulada repetidamente, y que el recurso de la normalizacién frente a un estdndar podria
aumentar la fatiga hacia los compuestos relacionados con el mismo (si es que resultan
esimuladas las mismas neuronas receptoras). Por ello, proponen otro método de
normalizaciéon cuado se quicra analizar la respuesta frente a un grupo de sustancias distintas.
Consiste en utilizar estindares independientes y escogidos al azar para cada serie de
compuestos estudiados, inyectando los mismos al inicio y al final de la serie para determinar
la caida de EAG de la preparacion durante el estudio; tras ello se ajustaria la respuesta de los
demis compuestos y, pot Gltimo, cada respuesta corregida se expresaria como valor relativo
(%) tespecto a la respuesta mas alta encontrada en cada insecto.

Una vez escogido el compuesto estindar se analiza el efecto individualizado de algunas
de las varables influyentes en la respuesta de EAG. Las variables que se analizan
habitualmente son las siguientes: a) dosis del compuesto en relacién al solvente empleado, b)
cantidad de disolucién empleada, ¢) frecuencia de la estimulacién, y d) duracién de la
preparacién. Las tres primeras variables estin ligadas de tal manera que resulta inevitable fijar
unas condiciones iniciales para las mismas a partir de pruebas preliminares y, a continuacién,
analizar el efecto de la variacién de cada una.

T.a comparacién de la respuesta frente a distintas dosis de un determinado compuesto
permite obtener varias conclusiones: la dosis minima estimulante, la dosis que provoca la
respuesta méixima o bien un valor que se pueda considerar aceptable (por ejemplo, 1 mV), o
aquella que provoca la saturacién de la antena. Las dosis estudiadas habitualmente van desde
la propotcién 1:10.000 hasta 1:1 (v/v). La cantidad de disolucién empleada esta relacionada
con lo anterior; sin embargo, lo habitual es establecer una cantidad de disolucién fija, que en
general oscila entre 3 y 25 microlitros (Batata ef ¢/ 1992; Barata ez 4/. 2002), y variar la dosis del
compuesto en la disolucién.

La calidad de la respuesta suele estar relacionada con la frecuencia y duracién de la
estimulacién (Syntech 1998), pero al contratio que para la frecuencia, el efecto de la duracién
no se suele analizar, sino que se fija de antemano. Duraciones de estimulacién inferiores a 1
segundo resultan suficientes, considerandose adecuado estimular durante 1-2 segundos sélo
en caso de que se quiera estudiar la forma de la sefial (Syntech 1998); en cambio, abundan los
trabajos en los que la duracién de la sefial alcanza y rebasa un segundo. Por otra parte,
frecuencias de estimulacién altas impiden que la antena se recupere entre un estimulo y otro,
por lo que no se puede valorar la respuesta encontrada en estos casos para estimulaciones
sucesivas; en este sentido lo habitual es analizar la respuesta para un abanico que va desde las
frecuencias mas altas (decenas de segundos) hasta las mas bajas (varios minutos).

Entre las frecuencias de estimulacién empleadas en diversos estudios, los 30 segundos de
Ikeda y colaboradores (1993) figuran entre las cifras mas bajas. La frecuencia de 1 minuto ha
sido amphamente utilizada (Maia ef 2/ 2000; Zhang ez a/. 2000; Kelling 2001); y también son
usuales tiempos de espera de 2 minutos entre estimulaciones sucesivas (Nagai 1981; Park y
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Hardie 1998; Park y Cork 1999). Struble y Arn (1984) emplearon frecuencias de 3 minutos;
este valor, y frecuencias mas bajas, resultan ya de empleo poco comun.

El conocimiento de la duracién en condiciones aptas de la preparacién de un insecto
para la sesién de EAG resulta particularmente importante, debido a lo prolongado de algunas
sesiones de trabajo. Esto ocurre, por ejemplo, cuando se estudia la respuesta provocada por
grupos numerosos de compuestos o cuando, sin ser este nimero demasiado elevado, existen
indicios de que las especies estudiadas puedan responder con altos valores, que obliguen a
disminuir la frecuencia de estimulacién y, con ello, prolongar la sesién de trabajo. Por otro
lado, las pruebas de CG-EAD (cromatografia de gases acoplada a la electroantenografia)
pueden llegar a exigir el empleo de una preparacién durante vatias hotas.

Se considera que, en general, las preparaciones para estudio de EAG a partir de insectos
vivos y/o empleando estimulos a bajas concentraciones (cantidad de estimulo incidente sobre
la antena del orden de 1-2 nanogramos) petmiten el trabajo con una preparacién durante un
tiempo de 4-8 horas, es decir, una jornada completa de trabajo, sin deterioro significativo de
la misma (Struble y Arn 1984; Cork ¢ a/. 1990). Esto se ha comprobado en diversas especies,
entre las que podemos citar el afido Aphis fabae, para el cual se consiguieron dutaciones de 8
horas para preparaciones con insectos completos (Park y Hardie 1998). Por el contratio, la
duracién de la preparacién con antenas escindidas vatrfa segin la espccie, habiéndose citado
casos con duraciones inferiores a las 2 horas (Leptinotarsa decemlineata, Weibbecker et al. 1997,
Aphis fabae, Patk y Hardie 1998) mientras que en otros se¢ alcanzan varias horas (Lobesia
bostrana, Arn et al. 1975; Hylotrupes bajulus, Weisbecker et al. 2004).

Otras variables influyentes sobre la respuesta de EAG, entre ellas las relacionadas con el
estado fisioldgico de los individuos, no suelen ser objeto de estudio por lo general. Esto es
debido a que se intenta homogeneizar su efecto, planteando condiciones experimentales que
resulten comparables para distintos individuos. No obstante resulta interesante, a este
respecto, el trabajo de Dickens (2000) sobre la influencia del estado de desarrollo del
crisomélido Leptinotarsa decemlineata en la respuesta de EAG frente a volitiles de su especie
hospedante. En dicho trabajo se encontrd una relacién entre la respuesta de EAG frente a
este tipo de volatiles y la madurez sexual, tal y como sc conoce que ocurre con las feromonas.

En este sentido, resulta interesante la reflexién de Van Tol y Visser (2002). Estos autores
sugieren la existencia de difetencias de sensibilidad en los receptores de ejemplares de
Otiorhynchus sulcatus procedentes de distintas poblaciones. Sin embargo, indican quc cl bajo
numero de insectos estudiados en cada poblacién aconseja interpretar con cautela este
resultado, ya que las condiciones de los individuos testados en las pruebas de EAG pueden
influir sobre los efectos originados sobre la respuesta por otras variables analizadas. Para el
cerambicido Hylotrupes bajulus, se encontré que cada antena presentaba una sensibilidad
“nica” para los volitiles emitidos por la madera de los pinos (Weisbecker ef a/. 2004) v,
ademids; esta sensibilidad cambiaba en el transcurso del iempo.

La diferencia de respuestas entre sexos es una cuecstion que muestra gran variabilidad
segin la especie estudiada. Para Phoracantha semipunctata no se han encontrado diferencias
significativas entre las respuestas de EAG inducidas en ambos sexos, por los componentes de
mezclas de volatiles de hospedantes y no hospedantes (Barata ez 2/ 2000). En cambio, Ikeda y
colaboradores (1993) si encontraron grandes diferencias entre machos y hembras de
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Anaglyptus subfasciatus y Demonax transilis frente a volatiles de flores que ambos cerambicidos
visitan con frecuencia: las respuestas mayores las ofrecian las hembras de la primera especie y
los machos de Demonax transilis. Suckling y colaboradores (2001) citan que, generalmente, en
los machos de Arkopalus tristis se encontraban respuestas de EAG mis altas que en las
hembras, aunque ambas respuestas estaban altamente correlacionadas. Zhang y colaboradores
(2000 y 2002) encontraron que las muestras sintéticas correspondientes a dos volatiles
especificos procedentes de los machos de Anoplophora glabripennis, excitaron la misma
respuesta para ambos sexos en dicha especie.

En el presente capitulo se analizard la influencia sobre la respuesta de EAG de C. welensii
y P. germari de parametros experimentales implicados en las sesiones de trabajo, asi como de
las caracteristicas de los insectos. Para ello se han abordado dos lincas de analisis
complementarias. Por un lado, se ha estudiado el efecto sobre la respuesta de EAG de la
concentracién y cantidad de los estimulos aplicados, asi como de la frecuencia de
estimulacién y la duracién de la preparacién de un ejemplar para las pruebas de EAG. Por
otra parte, se analizé el efecto en las respuestas antc cl estimulo estindar del sexo y los
individuos, asi como la posibilidad de que el tipo de solvente empleado en la elaboracion del
estimulo estindar pueda condicionar la respuesta frente al mismo. Se ha estudiado, asi
mismo, la incidencia de algunos factores que podrian influir en la variacion de respuesta entre
ejemplares.

La segunda linea de anilisis resulta especialmente interesante por dos motivos: en primer
lugar debido al método empleado para la obtencién de individuos, que podria tener como
consecuencia unas condiciones desiguales entre los mismos para las prucbas de EAG: por
otro lado, el anilisis de la respuesta frente a la inyeccién control puede servir para indicar st
en la misma intervienen otros tipos de receptores aparte de los receptores olfativos
(receptores higro-térmicos y/o mecanicos).
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lll.2. Material y métodos

Todos los anilisis descritos a lo largo del presente capitulo se realizaron empleando el
dispositivo para estudio de la respuesta de EAG propuesto en el capitulo I1. Los parimetros
establecidos son los mismos que se fijaron en las pruebas preliminares, y fueron resumidos en
la tabla I1.2.

I11.2.1. Efecto sobre la respuesta de EAG de la concentracién y cantidad de
estimulo aplicado, la frecuencia de estimulacion y la duracién de la preparacion

I11.2.1.1. Insectos empleados

Los ejemplares correspondientes a las dos especies se capturaron durante el periodo de
vuelo en la misma zona (dehesa de Almonte, Huelva), con excepcién de dos ejemplares de C.
welensii, que fueron capturados antes de su avivamiento en el término municipal de
Monestetio (Badajoz). Estos dos ejemplares (un macho y una hembra) se emplearon en el
anilisis del efecto de la duracidn de la preparacién; el macho se emple6, ademais, en la prueba
del efecto de la frecuencia de estimulacién. El nimero de insectos de cada especie empleados
en cada una de las pruebas se resume en la siguiente tabla:

Tabla [1.1. Numero de ejemplares de C. welensii y P. germari empleados en el estudio del efecto de la dosis y
cantidad de estimulo aplicado, la frecuencia de estimulacion y la duracién de la preparacion.

Apies Especie
Analisis C. welensii : P. germari
Relacion dosis-respuesta 4 5
Efecto de la cantidad de estimulo aplicado 6 9
Efecto de la frecuencia de estimulacién 5-12, excepcionalmente 2-3 6-7
Efecto de la duracién de la preparacién 8 9

I11.2.1.2. Metodologia experimental

Analisis de la relacidon dosis-respuesta

Para cada estindar [(E)-2-hexenal y trementina] sc¢ prepararon cinco disoluciones cn
hexano (1:10.000 hasta 1:1 v/v). Para cada una de estas dosis se cargaron tres pipetas Pasteur,
mediante la aplicacién de 20 microlitros de la mezcla a sus correspondientes tiras de papel de
filtro, permitiéndose la evaporacién del solvente durante un ttempo aproximado de 5 minutos
antes de sellar las pipetas a la espera de su empleo. De esta manera, se realizaron tres
inyecciones consecutivas para cada dosis, estableciendo un orden creciente de
concentraciones. La frecuencia de estimulacién para una misma dosis fue de 1 minuto,
dejando un tiempo de entre 2 y 5 minutos entre series correspondientes a dosis distintas. Para
cada insecto, la sesidon se inicié con una inyeccién control compuesta exclusivamente por
hexano (20 microlitros, permitiéndose su evaporacion de la misma manera que para la mezcla
estimulante), continuandose con la aplicacién de las distintas series segun se ha descrito.
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Efecto de la cantidad de estimulo aplicado

Las cantidades de disolucién contrastadas fueron las siguientes: 5 microlitros, 10
microlitros, 15 microlitros y 20 microlitros. Como disolucién estimulante se empled, para C.
welensii, una mezcla al 50% v/v de (E)-2-hexenal en aceite de parafina (en tres insectos) y en
hexano (en los otros tres); en P. germari el estimulo estindar fue una disolucién al 50% (v/v)
de esencia de trementina en aceite de parafina. La inyeccién control contenia exclusivamente
el solvente empleado en cada caso, aplicado en cantidades de 5 a 20 microlitros, segin la serie
estudiada. En la preparacién de las inyecciones se permitio, en todo caso, la evaporacion del
solvente durante unos 5 minutos antes de proceder al sellado de las pipetas.

A cada ejemplar le fueron aplicadas tres estimulaciones consecutivas para cada una de las
cantidades citadas. Precediendo a la serie correspondiente a cada cantidad se aplic6 una
inyeccién control de solvente, claborada seglin se describié en el parrafo anterior. Las
estimulaciones se efectuaron en orden creciente de cantidades, empleando una frecuencia de
15 segundos entte repeticiones correspondientes a cada cantidad y espaciando 2 minutos las
series de inyecciones con cantidades distintas.

Efecto de la frecuencia de estimulacion

Se estudiaron las siguientes frecuencias de estimulacién: 7,5 segundos, 15 segundos, 30
segundos, 1 minuto y 10 minutos. A cada insecto le fue aplicada una serie de 7 u 8
estimulaciones consecutivas -seguin se tratara de P. germari o C. welensii-, para cada una de las
frecuencias estudiadas. Cada estimulacién se efectud a partir de una pipeta Pasteur cargada 20
pl del estimulo estandar al 50% (v/v) en el solvente (parafina en las frecuencias inferiores a 1
minuto, y hexano para las frecuencias de 1 y 10 minutos). Al inicio de cada serie se aplicé una
inyeccién control con 20 pl del solvente empleado en cada caso. El tiempo transcurrrido
entre la aplicacién de la mezcla -o el solvente unicamente- y el sellado de las pipetas resulto,
en todo caso, de &5 minutos.

En las dos especies, los ejemplares empleados en las series de 1 y 10 minutos fueron
distintos a los empleados en las demas series. Indicaremos, por ulimo, que en el caso de la
especie C. welensii, 1as respuestas medias correspondientes a cada estimulacién en alguna de las
frecuencias estudiadas se obtuvieron, de forma excepcional, con un reducido namero de
réplicas (dos o tres insectos), ya que por lo comun se dispuso de las respuestas de 5 a 12
ejemplares.

Efecto de la duracion de la preparacion

Hl estudio de la duracién de una preparacién de EAG en condiciones aceptables se
efectué grabando las respuestas.obtenidas durante cinco horas, mediante la aplicacién cada
hora de tres inyecciones del estimulo estandar espaciadas 15 segundos y precedidas por una
inyeccién de la preparaciéon control (parafina). Dado que el solvente empleado es no volatl,
unicamente transcurrié un tempo de =2 minutos entre la aplicacién de la mezcla estimulante
en el papel de filtro y el sellado de la pipeta. La amplitud de EAG fue medida para cada
estimulacién, restando cualquier posible respuesta de la inyeccién control.
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I11.2.1.3. Analisis estadistico

En todos los casos se empled el paquete estadistico SPSS 11.5€, para un nivel de
significacién ae=0,05. Cuando se considerd necesario, la identificacién de datos aberrantes se
efectué a partir del método de Grubbs (que se puede consultar en Dagnelie 1998) tomando
como valor critico el tabulado para la serie determinada por el parametro (d’mix)1o/2 y €l nivel
de significacion a=0,05.

El hecho de contar generalmente con muestras pequeflas, recomendé analizar el
cumplimiento del requisito de normalidad en la distribucién de las variables estudiadas a
partir de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov con la cotreccién de la significacion de
Lilliefors, y Shapiro-Wilk. Se consideré cumplido tal requisito sélo cuando ambas pruebas
aceptaban la hipétesis nula. La homocedasticidad se comprobd mediante la prueba de
Levene.

Analisis de la relacién dosis-respuesta

A cada respuesta obtenida se le resté6 la contribucién de la inyeccién control
Posteriormente, cada respuesta neta se estandarizd exptesandola como valor relativo (en
tanto por uno) respecto a la media de las tres respuestas netas obtenidas frente a la dosis 1:1.
La comparaciéon de medias entre las respuestas relativas provocadas por cada concentraciéon
se efectud, en el caso de comparaciones respecto a la dosis 1:1, mediante la prueba “t” de
Student para una muestra, fijando el valor de contraste p=1; entre las demas concentraciones
se empled el procedimiento ANOVA seguido de la comparaciéon multiple de Games-Howell
o bien la prueba de Wilcoxon (seguin resultara asumible o no el requisito de normalidad).

Efecto de la cantidad de estimulo aplicado

Las variables analizadas fueron las respuestas netas medias por insecto y cantidad aplicada,
que se obtuvieron restando a cada respuesta el valor debido a la inyeccién control. Estas
respuestas netas se expresaron como valor relativo respecto a la respuesta provocada por la
cantidad mayor (20 microlitros). El cumplimiento del requisito de esfericidad de la matriz de
vatianzas-covarianzas de las diferencias entre pates, para el factor cantidad de aplicacion, se
verific6 mediante la prueba de Mauchly. En las comparaciones con la respuesta obtenida para
la cantidad de 20 microlitros se empled la prueba “t”, fijando el valor de contraste p=1.

Efecto de la frecuencia de estimulacion

A cada respuesta obtenida se le rest6 la respuesta provocada por la inyeccidén control de
su correspondiente serie. Acto seguido se estandarizé cada una de las respuestas netas con
respecto al valor encontrado en la primera estimulacién de su serie; las respuestas quedaron,
de este modo, expresadas como valores telativos en tanto por uno respecto a dicha
estimulacion. La comparaciéon de medias se efectud entre cada estimulacién y la primera, por
lo tanto se empled en todos los casos la prueba “t” para una muestra frente al valor de
contraste u=1; =0,05.
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Efecto de la duracion de la preparacion

El analisis estadistico se efectué mediante el procedimiento “MLG medidas repetidas™,
estableciendo como factor el #empo en horas. Como respuesta media horaria de cada insecto se
considerd la media de las respuestas netas correspondientes a las tres inyecciones realizadas.
A efectos del analisis estadistico, se consideré6 como variable ilustrativa de la respuesta para
cada hora la respuesta media estandarizada, expresada como valor relativo en tanto por uno
respecto al valor correspondiente a la primera hora. Para comparar cada promedio horario
con la respuesta inicial (hora “cero”) se empled la prueba “t” frente al valor de contraste u=1;
o=0,05.
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II1.2.2. Diferencias de respuesta entre sexos e individuos ante el estimulo estindar
disuelto en dos tipos de solvente

II1.2.2.1. Insectos empleados

Cerambyx welensii Kuster

Se ha trabajado con un numero total de 27 insectos, de los cuales 25 se capturaron en
campo (término municipal de Almonte, Huelva) durante el periodo de vuelo y dos se
capturaron antes del avivamiento (término municipal de Monesterio, Badajoz). La respuesta
de EAG de la mayor parte de los ejemplares (19) se estudié empleando hexano como
solvente en la disolucién estimulante, por lo cual quedaron etiquetados como “gxpo H”’; con
los ocho individuos restantes se empled como solvente aceite de parafina, por lo que se
denominaron “gwpo P”. La denominacién establecida para ambos grupos de individuos se ha
empleado a lo largo del desarrollo del presente apartado.

Tabia Ill.2. Caracteristicas de los ejemplares empleados en el andlisis de la variacion de respuestas entre sexos
e individuos en C. welensii. H=hembras; M=macho; Pa=aceite de parafina; He=hexano; Long.=longitud {cm); L-
Ant.= longitud de antena (cm); Peso= peso en el momento del estudio electroantenografico (gramos).

Ejemplar Sexo Solvente Captura Fecha EAG Muerte Long. L-Ant. Ancho Peso

Cw18 H Pa 27-may-03 15-jun-03 22-ul-03

Cw23 H Pa 06-jun-03 18-un-03 03-jul-03 . . ) )
Cwéh H Pa 31-ene-03 144un-03 22-jul-03 . . . 4
Cw37 H Pa 014ul-03 034ul-03 09+ul-03

Cwi19 M Pa 164un-03 23-un-03 024ul-03

Cw34 M Pa 164un-03 25-un-03 024ul-03 . . . .
Cw7m M Pa 31-ene-03 17-jun-03 014ul-03 . . . 3,02
Cw36 M Pa 01-jul-03 02-jul-03 09-jul-03
cwdh Ho He ~ 014un-04  02jun-04 304un-04 ST 3,68
Cw7h H He 014un-04 044un-04 12-jul-04 . . . 3,17
Cwsh H He 01-jun-04 08-jun-04 144ul-04 . . ) 3,2
CwS H He 01-un-04 07-jun-04 21-jul-04 5 3,69 0,93 3,97
Cw8 H He 01-jun-04 03-jun-04 22jul-04 4,81 3,43 0,95 3,73
Cwi1 H He 01-un-04 094un-04 224un-04 . . . 2,57
Cwzh H He 014un-04 094un-04 224un-04 4,82 3,57 0,89 2,7
Cw6hbis H He 01-jun-04 09-jun-04 25-jun-04 . . . 2,42
Cw22 H He 14-jul-04 17-jul-04 315ul-04 506 3,72 0,97 2,98
Cw21 H He 144ul-04 164ul-04 31-jul-04 45 3,24 0,81 2,5
Cw3m M He 014un-04 034un-04 15§un-04 . . . 2,21
Cw4 M He 014jun-04 084un-04 194§un-04 . . . 2,53
Cw5m M He 014un-04 05-un-04 194un-04 . . . 2,12
Cwém M He 014un-04 074un-04 06-jul-04 _ _ . 2,51
Cw2m M He 01-un-04 04-un-04 21-jul-04 . . . 2,55
Cw10m M He 08-jun-04 144ul-04  * 214ul-04 448 728 0,84 2,12
Cw41 M He 144ul-04 16-jul-04 22-jul-04 4,07 5,27 0,77 2,21
Cw43 M He 14-ul-04 184ul-04 224ul-04 4,91 7,37 1,25 29
Cw42 M He 14jul-04 18-jul-04 264ul-04 454 6,92 0,86 3,03
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Prinobius germari Dejean

I.a totalidad de los 32 ejemplares que se analizaron fueron capturados en campo durante
el periodo de vuelo, en el término municipal de Almonte (Huclva). Al igual que se estableci6
para C. welensi, en esta ocasion se clasificé el conjunto de individuos en dos grupos, en
funcién del compuesto empleado como solvente en la disolucién estimulante. El “grapo H”
(hexano como solvente) conté con 19 individuos, mientras que el “grmpo P (el solvente
utilizado fue aceite de parafina) lo integraban 13 ejemplares. El inconveniente que se presentd
en el estudio de esta especie fue la dificultad de capturar hembras, de manera que sélo se
estudiaron dos ejemplares en el grupo H y ninguno en el grupo P.

Tabla 1I1.3. Caracteristicas de los ejemplares empleados en el analisis de la variacion de respuestas entre sexos
e individuos en P. germarn. H=hembras; M=macho; Pa=aceite de parafina; He=hexano; Long.=longitud (cm); L-

Ant.= longitud de antena (cm); Peso= peso en el momento del estudio electroantenografico (gramos).

Ejemplar Sexo Solvente Captura Fecha-EAG Muerte Long. L-Ant. Ancho Peso
Pg40 M Pa 14+ul-03 23-ul-03 304ul-03 .
Pg42 M Pa 14-jul-03 28+ul-03 01-ago-03 0.45
Pg48 M Pa 24-jul-03 304ul-03 08-ago-03 0,77
Pg51 M Pa 24-jul-03 314ul-03 05-ago-03 0,6
Pg53 M Pa 24-ul-03 01-ago-03 08-ago-03 1,67
Pg50 M Pa 24-jul-03 04-ago-03 06-ago-03 0,71
Pg58 M Pa 244ul-03 05-ago-03 06-ago-03 0,72
Pg63 M Pa 04-ago-03 09-ago-03 11-ago-03 1,43
Pg62 M Pa 04-ago-03 07-ago-03 16-ago-03 2,05
Pg65 M Pa 04-ago-03 10-ago-03 12-ago-03 0,63
Pg64 M Pa 04-ago-03 08-ago-03 09-ago-03 0,77
Pg52 M Pa 244ul-03 10-ago-03 11-ago-03 0,73
Pg69 M Pa 10-ago-03 11-ago-03 11-ago-03 . . . 0,69

Pgi1t N M~ He 144ul-04 22jul-04 09-ago-04 372 305 097 1,45
Pg12 M He 14+ul-04 214ul-04 05-ago-04 4,22 33 1,2 1,69
Pg16 M He 14-jul-04 20-ul-04 08-ago-04 3,58 2,71 0,95 1,34
Pg26 M He 265ul-04 305ul-04 07-ago-04 . . . 0.89
Pg27 M He 264ul-04 294ul-04 07-ago-04 3,79 3,1 0,85 1,04
Pg50bis M He 11-ago-04 13-ago-04 17-ago-04 3,93 3,15 1,02 0,95
Pg42bis M He 05-ago-04 07-ago-04 17-ago-04 . . . 1,92
Pg51bis M He 11-ago-04 13-ago-04 22-ago-04 3,22 2,68 0,77 0,94
Pg54 M He 11-ago-04 13-ago-04 24-ago-04 4,22 3,2 1,02 1,3
Pg55 M He 11-ago-04 13-ago-04 14-ago-04 3,62 2,99 0,94 0,83
Pg59 M He 13-age-04 14-ago-04 17-ago-04 4,09 3,18 1 1,02
Pg45 M He 05-ago-04 08-ago-04 16-ago-04 3,67 2,56 0,9 1,02
Pg53bis M He 11-ago-04 12-ago-04 27-ago-04 4,04 3,11 1,01 1,6
Pg43 M He 05-ago-04 07-ago-04 10-ago-04 3,47 2,84 0,89 0,69
Pg8 M He 14-jul-04 21-jul-04 314ul-04 . . . 1,46
Pg4h H He 264ul-04 27-ul-04 28-jul-04 29 2,1 0,64 0,45
Pg2h H He 145ul-04 19-jul-04 21-ul-04 3,88 3,03 0,87 1,25
Pg60 M He 13-ago-04 14-ago-04 17-ago-04 3,57 2,96 0,91 0,76
Pg4m M He 14-ul-04 234ul-04 05-ago-04 1,45
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I11.2.2.2. Metodologia experimental

La disolucion estimulante empleada consistié en 20 microlitros del compuesto estdndar
al 50% (v/v) en cada uno de los dos solventes citados; dicha mezcla se denominard en
adelante estimulo estandar. En C. welensii el estandar fue el (E)-2-hexenal, mientras que en P.
germari €l estandar fue la esencia de trementina.

La inyeccion control empleada (vatiable denominada control) consistié en una pipeta
Pasteur cargada con 20 microlitros del compuesto usado como solvente en cada caso; como
contrastc de la respuesta frente a esta inyeccién control se registré la respuesta frente a una
inyeccién en blanco (variable denominada ser), consistente en una pipeta Pasteur provista
de papel Whatman sin impregnar con ninguna sustancia. En todos los casos la aplicacién del
estimulo se efectué manualmente inyectando sobre el caudal principal a través de la pipeta un
volumen de aire de 10 mililitros, mediante una jeringa de plastico. Tras la aplicacién de la
mezcla en el papel de filtro, se dejé evaporar el solvente durante un tiempo aproximado de 5
minutos.

Por lo general, para cada insecto se consideraron las respuestas netas medias (variable
EAGn), obtenidas a partir de una serie de tres estimulaciones a frecuencias de 15 segundos 6
1 minuto, tras restarles la respuesta provocada por la inyeccidén control. En los anélisis sobre
la variabilidad de respuestas por sexos, tipo de solvente e individuos se aumenté el tamafio de
las series, hasta obtener un conjunto de 7 a 9 estimulaciones. En este caso, para los insectos
del grupo P las estimulaciones se efectuaron por trios espaciados una hora (tres tandas) y
precedidos por una inyeccién control; la frecuencia en cada trio fue de 15 segundos. Cada
ejemplar del gr#po H fue estimulado, en cambio, en una sola tanda, en la cual se aplicaron
todas las estimulaciones a frecuencias de 1 minuto; cada serie se inici6 con la inyeccidén
control.

I11.2.2.3. Analisis estadistico

Secuencia del andlisis

La secuencia seguida para el analisis de los datos fue la siguiente:

1- Andlisis de los efectos de las variables Tipo de solvente, Sexo y 1contro/ sobre la

respuesta “bruta” frente al estimulo estindar. Como variables descriptivas de la
respuesta de EAG se considerd la respuesta bruta media para la serie de siete a nueve

estimulaciones (transformada segin la raiz cuadrada en C. weknsii —
“Rai_EAGbruta’y y segun la funcién logaritmo decimal en P. germari —
“Tog EAGbOrata™, junto con la  desviacidn tipica. Como se desconocia el
comportamiento inicial de cada ejemplar para las pruebas de EAG, se introdujo cl
- pardmetro “respuesta a la inyeccién control” (variable Izontrol que en el caso de C.
welensii se transformé mediante la funcién logaritmo decimal — Rai won) como
covariable en el procedimiento de contraste empleado (Modelo Lineal General); de
este modo se intenté subsanar la hipotética falta de homogeneidad en la aptitud de
los individuos, ajustando las respuestas observadas mediante dicha vatiable auxiliar
(Garcia 1998). Para C. weknsii se emplearon ocho ejemplares pertenecientes a cada
grupo, habiendo igual nimero de machos que de hembras. El modelo experimental
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seguido corresponde a un disefio factorial con dos factores y una covariable, que
responde al siguiente esquema:

Tabla Il1.4. Disefio experimental para el estudio del efecto sobre la respuesta de EAG de C. welensii del sexo,
tipo de solvente y respuesta al control. Entre paréntesis figura el nimero de ejemplares empleado.

Sexo Solvente Covariable
Parafina Vcontrol
Hembras (4) (4)
(8) Hexano Vcontrol
_____________________ (GO I ¢ I
Parafina Vcontrol
Machos 4) (4)
(8) Hexano Vcontrol

4 4

En P. germari se analizaron 18 ejemplares: 10 para el grupo P y ocho para el grupo H
(de los cuales dos eran hembras). El modelo experimental seguido cotresponde a un
disefio factorial desequilibrado, con dos factores y una covariable; su esquema es el
siguiente:

Tabla 111.5. Disefio experimental para el estudio del efecto sobre la respuesta de EAG de P. germari del sexo, tipo
de solvente y respuesta al control. Entre parantesis figura el nimero de ejemplares empleado.

2.

Sexo Solvente Covariable
Hembras Hexano vecontrol
(2) (@) (2)
T parafina vcontrol
Machos (10) (10)
(16) Hexano vecontrol

6) 6)

Comparacién entre la respuesta al control y la respuesta a la inyeccion en blanco; y
relacién entre la respuesta al control y la respuesta “bruta” media frente al estimulo

estandar. En C. welensii se emplearon 27 ejemplares pertenecientes a los dos grupos;
para la comparacién Uenmrol <> Vlseco se emplearon 19 insectos, todos
pertenecientes al gr#po H. En P. germari se emplearon 32 ejemplares pertenecientes a
los dos grupos, todos ellos capturados en época de vuelo.

Estudio de la diferencia de respuestas entre individuos, y los pardmetros que la

condicionan. Para analizar la variabilidad entre individuos se emplearon las
respuestas netas para series de siete a nueve estimulaciones por insecto (variable
EAGneta, empledndose ocho ejemplares del grapo Py ocho del gmmpo H para C.
welensii, y diez ejemplares del grupo Py ocho del grupo H para P. germari). El estudio de
los “pardmetros influyentes sobre tal variabilidad se trealiz6 considerando las
respuestas netas medias por insecto a partir de tres estimulaciones (EAGn; en los
¢jemplares para los cuales se disponia de scries de siete a nueve inyecciones, se
escogieron siempre las tres primeras), y su transformada mediante la funcién raiz
cuadrado (Rai EAGr); ademds, se midieron algunos parametros que podrian explicar
tal variabilidad. Estos paridmetros se pueden caracterizar del modo siguiente:

88



Capitulo 111

o Pardmetros relacionados, a prioti, con las condiciones experimentales:
temperatura del laboratorio al inicio de la sesién de EAG (Temp); didmetro cn punta
fina del capilar del electrodo de referencia, transformada por la funcién logatitmo
decimal en P. germari (Capi —> 1g_capi); y amplitud de la linea base dc la respuesta de
EAG, transformada por la funcién logaritmo decimal en C. welensii (Li_bas
—“Ig /ib"). La Gltima variable se incluy6 al considerar que dicha amplitud puede
reflejar en qué medida la preparacién del insecto para el estudio de EAG resultd
adecuada.

° Pardmetros anatomicos del insecto: longitud medida entre las mandibulas y el
apice elitral (Longi); longitud total de la antena derecha (transformada por la funcién
logaritmo decimal en C. welensiz: Lg ant; y por la funcién exponencial cuadratica en P.
germari:C_and) y ancho del pronoto en la zona préxima al mesonoto (Ancho).

. Parametros que buscan la aproximacién al estado fisiolégico del insecto en el
momento del estudio de EAG: peso en el momento de EAG (Peso); dias de
supervivencia tras la captura, transformada por la funcién logaritmo decimal
(Ig_scap); dias de supervivencia tras la prueba de EAG, transformada por la funcién
logaritmo decimal (g seqg); dias de retraso en el estudio de EAG tras la captura del
insecto, transformada por la funcién logaritmo decimal (Ig red); relacion
peso/longitud (Len_P) y relacién peso/ancho pronoto (A#_P).

A partir de la matriz de correlaciones entre todas las variables presentadas en ¢l punto 3
se escogieron aquellas cuya correlacién con la respuesta (Rai_EAGy) resulté significativa, y se
analiz6 la capacidad de cada una para clasificar los individuos en grupos homogéncos, entre
los que se pudieran encontrar diferencias de respuesta significativas. Posteriormente se realizd
un Anilisis de Regresién Multiple, tanto a partir de estas variables como del total de las 12
presentadas anteriormente, analizando después igualmente la posibilidad de efectuar
agrupamientos de individuos a partir de combinaciones de variables pertenecientes a modelos
de regresion significativos. Este andlisis se efectud a partir de 21 a 27 ejemplares para C.
welensii y 30 a 32 para P. germari, siempre que no existieran datos perdidos para algunas de las
variables.

Las combinaciones para el anilisis de agrupamientos se establecieron a partir de las
variables que presentaban bondad aparente para el agrupamientos de datos, segun la prueba
ANOVA del procedimiento Anilisis de Conglomerados de K-medias. Las combinaciones
analizadas fueron, a grandes rasgos, las siguientes: 1) las variables del modclo de regresion
consideradas conjuntamente; 2) combinadas segin su naturaleza (experimentales, fisiologicas
o anatémicas) y buscando ¢l menor nimero capaz de originar agrupamientos
significativamente distintos. En cada caso se analizé un nimero de conglomerados de entre
dos y cuatro, escogiéndose el agrupamiento final segin la orientaciéon dada por los
procedimientos de conglomeracion empleados y evitando en lo posible la formacion de
grupos con menos de tres integrantes.
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Métodos estadisticos

La identificacién de datos aberrantes para las distintas series de datos se efectu a partir
del método de Grubbs, tomando como valor ctitico el tabulado para la setic determinada por
el parimetro (d’mix)14/2 ¥ €l nivel de significacion o=0,05.

El anilisis estadistico se llevé a cabo mediante el paquete SPSS 11.5© para una
significacién del 5%. Debido a que se disponia en la mayoria de casos de muestras pequefias,
la normalidad se analizd a partir de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov con la correccidén de
la significacién de Lilliefors, y Shapiro-Wilk, considerindose cumplido tal requisito
Unicamente cuando ambas pruebas aceptaban la hipétesis nula. En las variables para las
cuales se disponia de mis de 30 datos, la normalidad se estimé también mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov sin corregir su significacién. La homocedasticidad se comprobé
mediante la prueba de Levene. La prueba de Rachas se utilizb para analizar la aleatoriedad de
los datos.

En caso de asumirse los requisitos de normalidad y homocedasticidad, los contrastes de
hipdtesis entre medias se efectuaron por medio de los procedimientos ANOVA de un factor,
ANCOVA de dos factores y una covatiable (mediante el procedimiento Modelo Lineal
General Univariante), y prueba “t” de Student. Las pruebas de Kruskal-Wallis, Mann
Whitney o Wilcoxon se emplearon cuando dichos requisitos se incumplian.

Para analizar el posible efecto de algunos pardmetros sobre la variabilidad de respuestas
entre individuos se empled el procedimiento Analisis de Regresién Lineal, tanto Simple como
Multiple. En nuestro caso el objetivo considerado fue descriptivo y no predictivo, de modo
que a la hora de elegir el modelo mas adecuado se buscéd, dentro de los margenes de
significatividad del mismo, ganar en capacidad y claridad decriptiva atin asumiendo ciertos
riesgos (como, por ejemplo, la disminucién del valor R? al buscar el modelo que incluyera el
menor numero de variables).

La deteccién de valores atipicos en el planteamiento de modelos de regresion se efectud
calculando la Distancia de Mahalanobis, y comparando el valor hallado con el tabulado para
la distribucién %205, (donde Vv es el nimero de grados de libertad, en este caso igual al
numero de variables independientes del modelo). La estimacién de la influencia de las
observaciones sobtre el modelo se realizé calculando el Valor de Influencia Centrado,
considerando como referencia el valor dado por la expresion siguiente: 2* (K+1)/N (donde
K= nimero de variables independientes y N= tamafio muestral de calculo).

Los anilisis posteriores al establecimiento del modelo de regresién se efectuaron
mediante algunas de las pruebas de contraste de hipdtesis sobre las medias ya descritas, y con
la ayuda de los procedimientos de analisis de conglomerados. L.a bondad de las variables
consideradas como medio de agrupamiento de los datos se analiz6 con ayuda del estadistico
“F”, proporcionado por la tabla ANOVA del procedimiento Anélisis de Conglomerados de
K-medias. Dicho estadistico se aplic6 a las variables analizadas una vez estandarizadas
respecto al valor medio de la setie (en caso de ser mis de una las variables analizadas
conjuntamente). El establecimiento de los conglomerados definitivos se llevd a cabo
comparando las soluciones arrojadas por los métodos jerirquicos de Ward y Centroides
(estimando la similitud mediante la distancia euclidea al cuadrado), y el no jerdrquico Anélisis
de Conglomerados de K-medias.
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11.3. Resultados

II1.3.1. Efecto sobre la respuesta de EAG de la concentracién y cantidad de
estimulo aplicado, la frecuencia de estimulacién y la duracién de la preparacion

II1.3.1.1. An4lisis de la relacién dosis-respuesta

Aplicacion a C. welensii

La figura I11.1 muestra la evolucion de las respuestas netas relativas medias de EAG para
las distintas disolucioncs del estimulo estindar.

Figura Ill.1. Respuestas netas de EAG de C. welensii para distintas concentraciones de la mezcla estimulante
(20 ul de (E)-2-hexenal en hexano). La linea vertical en el extremo de la barra muestra la magnitud de! intervalo
de confianza al 95%. Letras distintas indican diferencias significativas.
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Se aprecia una fuerte dependencia dosis-respuesta. A las dosis de 1:10.000, 1:1.000 y
1:100, las respuestas son muy bajas. El aumento de la respuesta entre la dosis 1:100 y 1:1 se
produjo sin que se mostrara saturacién de la antena. La respuesta frente a la dosis 1:1 fue
significativamente mayor que el resto (prueba “t” pu=1; p<0,01; n=4); en cambio, las
respuestas provocadas por las concentraciones 1:10 y 1:100 no se pucden considerar
significativamente distintas, si bien el valor de probabilidad es muy bajo (ANOVA seguido de
Games-Howell: p=0,051; nri0=ni10= 4), y tampoco resultan distinguibles las respuestas
provocadas por las tres concentraciones menotes (Wilcoxon: p>0,05; n=4 en cada caso).
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Aplicacion a P. germari

También para esta especie se encuentra una fuerte dependencia dosis-respuesta. En este
caso no se produjo respuesta medible a las concentraciones 1:10.000 y 1:1.000, tampoco se
enconttd saturacién de la antena entre las dosis 1:100 y 1:1. La respuesta relativa frente a esta
concentracién superd significativamente a la obtenida para las demds (prueba “t”: pu=1;
p<0,01; n=5); pero las respuestas provocadas por las concentraciones 1:10 y 1:100 no fueron

significativamente distintas (Wilcoxon: p=0,068; n1.10=n1.100= 5).

Figura |11.2. Respuestas netas de EAG de P. germari para distintas concentraciones de la mezcla estimulante (20
ul de trementina en hexano). La linea vertical en el extremo de cada barra muestra la magnitud del intervalo de

confianza al 95%. Letras distintas indican diferencias significativas.
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II1.3.1.2. Efecto de la cantidad de estimulo aplicado

Aplicacion a C. welensii

La tabla TI1.6 y la figura IIL3 reflejan las respuestas netas relativas medias
correspondientes a cada una de las cantidades de disolucién aplicadas.

Tabla II1.6 Estadisticos descriptivos de la respuesta neta de C. welensii frente a distintas cantidades de la

mezcla estimulante [(E)-2-hexenal 50% v/v en aceite de parafina o hexano].

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

Cantidad

(microlitros) N Media (°/1) Desv.tip. (°/1) Minimo Maximo
5 6 0,69* 0,16 0,49 0,94
10 5] 0,82 0,22 0.45 1,1
15 5 0,92 0,11 0,76 1,07
20 6 1,00 0,00 1,00 1,00

(*). Diferencia significativa respecto a la respuesta obtenida con 20 microlitros, al nivel 0,05.

La intensidad media de las respuestas aumenté con el aumento de la cantidad de
disolucién empleada, pero el incremento sélo resulté significativo entre las respuestas para 5

y 20 microlitros (prueba “t”: u=1; p < 0,05; n5=6).
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Figura 111.3. Variacion de la respuesta neta de C. welensii frente a (E)-2-hexenal (60% v/v en aceite de parafina o
hexano) aplicado en distintas cantidades. La linea vertical muestra la magnitud del intervalo de confianza al 95%.
Letras distintas indican diferencias significativas al nivel 0,05.
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Aplicacién a P. germari

La tabla II1.7 y la figura IIL4 reflejan las respuestas netas relativas medias
correspondientes a cada una de las cantidades de disolucién de estimulo aplicadas.

Tabla I11.7. Estadisticos descriptivos de la respuesta neta de P. germari frente a distintas cantidades de la mezcla
estimulante trementina 50% v/v en aceite de parafina.

( rﬁz:‘;"idt?gs) N N:f,:’;a De(so\;;)tlp. Minimo Maximo
5 9 0,81 0,15 0,55 0,97
10 9 0,82 0,11 0,64 0,94
15 9 0,83 0,18 0,55 1,08
20 9 1,00 0,00 1,00 1,00

Figura Ill.4. Variacion de la respuesta neta de P. germari frente a trementina (50% v/v en aceite de parafina)
aplicado en distintas cantidades. La linea vertical muestra la magnitud del intervalo de confianza al 95%. Letras
distintas indican diferencias significativas al nivel 0,05.
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La intensidad media de las respuestas aumenté con el aumento de la cantidad de
disolucién empleada. Este incremento fue bajo y no significativo para las cantidades de 5, 10
y 15 microlitros, pero la media para 20 microlitros si resulté significativamente mayor que las
demis (prueba “t” para p=1: p<0,03; n=9).

I11.3.1.3. Efecto de la frecuencia de estimulacion

Aplicacién a C. welensii
La tabla TTI1.8 recoge los valores medios de las respuestas relativas cotrespondientes a

cada estimulacién y frecuencia. La evolucion de estas respuestas se ilustra en la figura IIL5.

Tabla 111.8. Respuestas netas relativas medias respecto a la primera estimulacién, obtenidas a distintas
frecuencias en C. welensii frente al compuesto estandar.

Media Desv.tip. Media Desv.tip.

Frecuencia Estimulaciéon N Ch) (°h) Frecuencia Estimulacion N h) h)
Primera 5 1,00 0,00 Primera 7 1,00 0,00
Segunda 5 0,80* 0,12 Segunda 7 1,05 0,36
Tercera 5 0,79 0,16 Tercera 7 0,88 0,29
Cuarta 4 0,96 0,06 ) Cuarta 6 0,93 0,26
75s 1 min
Quinta 4 0,84* 0,07 Quinta 7 1,11 0,28
Sexta 4 0,91* 0,02 Sexta 7 1,31 0,36
Séptima 4 0,95 0,08 Séptima 6 0,97 0,37
) Octava 4 0,85 0,07 N . Octava N 7 _1,02_5___ 031
"""""""" Primera 5 1,00 000 Primera 12 100 0,00
Segunda 5 0,94 0,10 Segunda 12 0,98 0,33
Tercera 5 0,99 0,21 Tercera 12 0,97 0,25
155 Cuar‘ta 5 0,97 0,09 10 min Cu?rta 12 0,94 0,24
Quinta 4 1,01 0,22 Quinta 12 0,88 0,29
Sexta 3 0,91 0,09 Sexta 12 0,92 0,25
Séptima 3 0,87 0,12 Séptima 12 0,94 0,33
_____ Octava 2 0,77 005 Octava 10 0,92 0,28
""""""" Primera 5 400 o000 T
Segunda 5 0,95 0,13
Tercera 5 0,93 0,08
Cuarta 5 0,86 0,14
30s .
Quinta 5 0,81 0,16
Sexta 5 0,80* 0,12
Séptima 4 0,82 0,22
Octava 2 0,93 0,03

(). Indica diferencia significativa respecto a la primera estimulacién, al nivel 0,05.

Para la frecuencia de 7,5 segundos la intensidad media de la respuesta se reduce en la
segunda estimulacién y para todas las restantes; todas las diferencias son significativas, salvo
las encontradas para las estimulaciones cuarta y séptima. Para 15 segundos, las variaciones no
son significativas en ningin caso; se aprecia, incluso, una estimulacién —la quinta- en la cual la
media supera ligeramente a la primera. La reduccién de la intensidad de la respuesta con
cspaciamientos de 30 segundos sigue el mismo patrén que para la frecuencia de 7,5 segundos,
pero s6lo hay, en esta ocasién, un caso en el cual la reduccioén es significativa (la sexta
estimulacién).
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Empleando frecuencias de estimulacién de 1y 10 minutos no se ha encontrado ninguna
diferencia significativa frente a la primera estimulacién (p>0,05). Para espaciamientos de un
minuto se encontraron cuatro casos —segunda, quinta, sexta y octava estimulaciones- en los
que la respuesta relativa superd a la primera, mientras que empleando frecuencias de 10
minutos se encontraron respuestas relativas que fueron siempre inferiores a la primera
estimulacion.

Figura I11.5. Variacion de la respuesta relativa de C. welensii frente a estimulaciones sucesivas a distintas
frecuencias.
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Los estadisticos descriptivos de la tabla IIL.9 reflejan las diferencias de respuesta entre la
primera estimulacién y las siguientes. Las diferencias medias més bajas sc obtuvieron para la
frecuencia de un minuto, pero en cambio las desviaciones fueron las mayores; en las
frecuencias de 7,5 y 30 segundos se produjeron las mayores diferencias medias. Para la
frecuencia de 10 minutos se encontraron difetrencias de tipo medio y desviaciones bajas; en la
frecuencia de 15 segundos sc produjo un comportamiento similar, pero la desviacion fue algo
mayor. La méixima diferencia, para las respuestas que superaron a la primera estimulacion, se
encontrd en la sexta aplicacién de la frecuencia de un minuto; entre las respuestas inferiores a
la primera inyeccién, la diferencia maxima correspondi6 a la octava aplicacién de la frecuencia
de 15 segundos.

Tabla I11I.9. Estadisticos descriptivos sobre las diferencias de reépuesta entre la primera estimulacién y las
siguientes, a distintas frecuencias, para C. welensii.

Media Desv. tip.

Frecuencia N 1) ©n) Minimo Maximo
75s 8 0,11 0,08 0,00 0,21
15s 8 0,07 0,08 -0,01 0,23
30s 8 0,11 0,07 0,00 0,20
1 min 8 -0,03 0,13 -0,31 0,12

10 min 8 0,06 0,04 0,00 0,12
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Aplicacion a P. germari
La descripcién de las respuestas relativas medias para cada frecuencia y estimulacion se

muestra en la tabla I11.10 y se ilustra en la figura II1.6.

Tabla 111.10. Respuestas netas relativas medias respecto a la primera estimulacion, obtenidas a distintas
frecuencias en P. germairi frente al compuesto estandar.

Media Desv.tip. Media Desv.tip.

Frecuencia Estimulacién N ©h) ) Frecuencia Estimulacién N ©h) ©h)
Primera 7 1 0 Primera 6 1,00 0,00
Segunda 7 0,88 0,30 Segunda 6 0,94 0,31
Tercera 7 0,78 * 0,12 Tercera 6 1,10 0,35
75s Cuarta 7 0,82 0,26 1 min Cuarta 6 0,91 0,25
Quinta 7 0,86 0,22 Quinta 5 0,71 0,25
Sexta 6 0,82 0,22 Sexta 5 0,92 0,38
Séptima 6 0,79 0,32 Séptima 6 1,00 0,33
T Primera 7100 000 Primera 7 100 000
Segunda 7 1,02 0,23 Segunda 7 0,98 0,22
Tercera 6 1,00 0,16 Tercera 7 1,04 0,15
15s Cuarta 7 0,97 0,23 10 min Cuarta 7 0,99 0,27
Quinta 7 1,09 0,30 Quinta 7 1,13 0,17
Sexta 7 0,96 0,26 Sexta 7 1,17 0,27
Séptima 7 0,97 0,10 Séptima 6 1,16 0,32
"""""""""" Primera 7 1,00 o000 T
Segunda 7 1,05 0,29
Tercera 7 1,30 0,57
30s Cuarta 7 1,06 0,28
Quinta 7 0,96 0,20
Sexta 7 1,01 0,15
Séptima 7 1,01 0,17

(*). Indica diferencia significativa respecto a la primera estimulacién, al nivel 0,05.

La intensidad media de la respuesta se reduce para la frecuencia de 7,5 segundos en todas
las estimulaciones a partir de la segunda, pero sélo significativamente en la tercera (p=0,003;
n=6). Para 15 segundos, en la mitad de los casos la respuesta neta normalizada media super6
el valor de la primera estimulacién, aunque para esta frecuencia ninguna de las diferencias fue
significativa al nivel 5%. Las diferencias encontradas empleando frecuencias de 30 segundos
tampoco fueron significativas, siendo los valores hallados mayores al de la primera
estimulacion en general, salvo en un caso (quinta estimulacion).

El empleo de frecuencias de estimulacién de 1 y 10 minutos no depard ninguna
diferencia significativa frente a la primera estimulacién. Para espaciamientos de un minuto
abundaron mis los casos en que la respuesta neta relativa media fue inferior a la primera
estimulacién, mientras que con frecuencias de 10 minutos sélo se encontraron dos casos con
valores inferiores a la primera estimulacién (segunda y cuarta estimulaciones)
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Figura Ill.6. Variacién de la respuesta relativa de P. germari frente a estimulaciones sucesivas a distintas

frecuencias.
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En la tabla IIL.11 se muestra el comportamiento de las diferencias entre cada
estimulacién y la primera. La frecuencia de 15 segundos proporcioné las menores diferencias,
tanto en valores medios como respecto a las desviaciones; las mayores diferencias se hallaron
en la frecuencia de 7,5 segundos. El resto de frecuencias arrojaron diferencias de tipo medio y
desviaciones mayores que las dos frecuencias anteriores; la mayor desviacién se hall6 en la
frecuencia de un minuto. Entre las estimulaciones cuya respuesta supet6 el valor encontrado
en la primera aplicacion, el mayor valor (30% superior) se encontrd en la tercera inyeccion de
la frecuencia de 30 segundos; para las estimulaciones de respuesta inferior a la primera, el
mayor valor (29% menor) se encontrd en la quinta inyeccidén de la frecuencia de un minuto.

Tabla 111.11. Estadisticos descriptivos sobre las diferencias de respuesta entre la primera estimulacién y las

siguientes, a distintas frecuencias, para P. germari.

Frecuencia N N:f;:)ia De?;;;)ﬁp' Minimo Maximo
75s 7 0,15 0,07 0,00 0,22
156s 7 0,00 0,04 -0,09 0,04
30s 7 -0,06 0,11 -0,30 .0,04
1 min 7 0,06 0,12 -0,10 0,29

10 min 7 -0,07 0,08 -0,17 0,02
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I11.3.1.4. Efecto de la duracién de la preparacion

Aplicacion a C. welensii
El comportamiento de las preparaciones durante el periodo de tiempo considerado se

resume en la tabla 111.12.

Tabla lI1.12. Estadisticos descriptivos del comportamiento de la respuesta relativa de C. welensii frente a (E)-2-
hexenal en aceite de parafina (50% v/v) durante ocho horas.

Tie(':)” N "{f,‘:;a Des‘(’;,fi)pica Minimo Méximo
0 8 1,00 0,00 1,00 1,00
1 8 0,91 0,11 0,74 1,10
2 8 0,88 0,19 0,48 1,07
3 7 0,91 0,11 0,76 1,07
4 6 0,82 0,25 0,45 1,07
5 6 0,89 0,14 0,71 1,05
e 1 o055 o016 042 073
7 1 0,71 0,28 0,55 1,03
8* 1 0,93 0,15 0,79 1,09
g). Estadisticos correspondientes a tres estimulaciones por
ora.

Se aprecia que las respuestas medias disminuyeron con el paso del tiempo, peto dicho
efecto no se puede considerar significativo (prueba “t” para p=1: p>0,05; n=6-8). La
variacién de respuestas resultd fluctuante con el transcurso de las horas (figura II1.7), tanto
para los valores medios como para las deviaciones tipicas; pero la merma de respuesta al cabo
de cinco horas resulté baja (11%). Todas las preparaciones continuaron produciendo
respuestas durante mas de cinco horas, llegando a alcanzarse en alguna de ellas las ocho
horas. El factor limitante resultd ser, en todos los casos, la desecaciéon de la solucién salina en
el electrodo registrador.

Figura Ill.7. Variacion de la respuesta relativa frente a (E)-2-hexenal en aceite de parafina (50% v/v) de C.
welensii durante cinco horas (medias + desviacion tipica).
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Aplicacién a P. germari
Tos estadisticos descriptivos del comportamiento de las preparaciones durante el

petiodo de dempo considerado se resumen en la tabla IIL.13.

Tabla 111.13. Estadisticos descriptivos del comportamiento de la respuesta relativa de P. germari frente a la
trementina en aceite de parafina (50% v/v) durante siete horas.

Tiempo

Media Desv. tipica

(h) N ©h) ©h) Minimo Maximo

0 9 1,00 0,00 1,00 1,00

1 9 0,96 0,27 0,43 1,48

2 9 1,03 0,26 0,73 1,58

3 9 0,91 0,36 0,22 1,48

4 9 0,87 0,29 0,46 1,40

5 9 0,90 0,30 0,46 1,32
6 4 081 038 033 1,08

7 1 0,90 0,07 0,81 0,97

Las respuestas tendieron a disminuir de forma general, aunque las diferencias
encontradas a lo largo de la sesién no resultaron significativas (prueba “t” para p=1: p>0,05).
En esta especie se produjo una fluctuacién para los valores medios similar a la encontrada en
C. welensii, aunque las desviaciones tipicas (figura II1.8) resultaron mayores. La merma de
respuesta al cabo de cinco horas resulté parecida a la encontrada en C. welensii (10%). En
cuatro de las preparaciones se registré respuesta al cabo de una hora mis, no encontrandose
tampoco diferencias significativas con respecto a la respuesta normalizada de la primera hora.
(prueba “t” para p=1: p= 0,401). Por dltimo, indicar que una de las preparaciones arrojo, al
cabo de siete horas, respuestas comparables a las encontradas durante las seis horas
anteriores.

Figura I11.8. Variacién de la respuesta relativa frente a la trementina en aceite de parafina (60% v/v) de P. germari
durante cinco horas (medias + desviacion tipica).
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I11.3.2. Diferencias de respuesta entre sexos e individuos ante el estimulo estandar
disuelto en dos tipos de solvente

I11.3.2.1. Efectos sobre la respuesta total de EAG de C. welensii del sexo, tipo de
solvente y respuesta al control

La tabla T11. 14 refleja las series de respuestas totales obtenidas por 16 insectos frente al
estimulo estindar elaborado con los dos tipos de solvente, asi como frente a la inyeccién
control. Se puede apreciar que el rango de respuestas es bastante dispar, variando la media
por insecto frente al estandar entre 0,22mV + 0,07 y 2,38mV + 0,2 (media £ DT), y entre Oy
0,31 mV frente al control. Pero el conjunto de tespuestas de cada individuo resulta
homogéneo. En este sentido, las desviaciones en cada serie tienden a aumentar cuanto mayor
intensidad presentan las respuestas, existiendo correlacién significativa (Rpearson=0,599:
p=0,014; n=16) (fig. IIL9). En esta figura se aprecia que el punto mas alejado de la tendencia
general es el correspondiente al ejemplar Cw36; sin embargo, no se puede considerar dicho
dato atipico para esta relacién’. Si lo es, en cambio, el dato correspondiente al ejemplar
CW7m, el cual, ademis, estd influyendo demasiado sobre la tendencia mostrada para tal
relacion’.

Tabla 1il.14. Respuestas brutas de C. welensii frente al control y al estimulo estandar, segun sexo y tipo de
solvente. EAGbruta= media; S= sexo; Sol= solvente; Vcontrol= respuesta frente a la inyeccién control; DT=
desviacion tipica; CV= coeficiente de variacion.

Vcontrol Respuesta bruta frente a (E)-2-hexenal (5§0% viv) (mV) EAGbruta DT cVv

Ejem plar S Sol (mV) 1a 28 32 48 5 [ 78 g2 ga (mV) (mV) (%)
Cwi18 H Pa 031* 1,78 164 174 182 164 182 146 184 146 1,69 0,15 8,88
Cw23 H Pa 001* 036 032 032 036 034 038 028 024 0,14 0,30 0,08 26,67
Cw6h H Pa 0,16* 1,54 1,32 1,24 128 110 1,10 1,38 123 1,27 1,27 0,14 11,02
Cw37 H Pa 006 068 076 050 066 061 058 08 0,66 0,66 0,66 0,09 13,64
Cwi19 M Pa 009 154 160 166 128 134 134 140 166 1,20 1,45 0,17 11,72
Cw34 M Pa 005 050 0,50 04 048 032 046 048 046 042 0,45 0,06 13,33
Cw7m M Pa 0,17* 262 2,32 232 236 252 216 230 2,70 2,08 2,38 0,20 8,40
Cw36 M Pa 0,12* 1,18 1,18 1,18 1,10 1,00 080 052 0,56 - 0,94 0,28 29,79
‘cwrh H He 002 028 044 026 032 030 048 052 044 - 038 010 2632
Cwb5h H He 0 024 0,8 0,96 030 016 032 03 0,16 0,16 0,22 0,07 31,82
Cw9 H He 0,08 072 0,76 064 064 094 1,18 074 076 0,96 0,82 0,18 21,95
Cw8 H He 0,08 030 0,28 02 020 034 030 036 - - 0.28 0,06 21,43
Cw4 M He 022 112 160 1,42 146 1,40 132 148 1,38 - 1,40 0,14 10,00
Cw5m M He 026 092 094 100 088 100 138 1,08 082 1,18 1,02 0,17 16,67
Cwbm M He 0,12 076 050 054 067 062 058 034 046 0,38 0.54 0,14 25,93
Cw2m M He 0,2 080 1,10 0,78 0,88 098 1,02 064 0,78 0862 0,84 0,17 20,24

(*)- Indica valor medio a partir de tres respuestas.

! Los valores calculados para la Distancia de Mahalanobis (DM) y Valor de Influencia Centrado (VIC) son ambos
muy proximos a cero, y en todo caso inferiores a los valores de referencia para el conjunto de datos (3,84 y 0,25; para
DM y VIC respectivamente), por lo que no es sefialado como posible dato atipico.

2 . . .

Los valores presentados para los pardmetros DM y VIC fueron 5,96 y 0,37 respectivamente, superiores a los valores
de referencia citados anteriormente, lo cual indica que podtia ser considerado un dato atipico. El resultado para el
VIC indica una alta influencia de dicho dato sobre la tendencia mostrada para el conjunto de individuos.
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Figura 111.9. Respuestas brutas medias frente a las desviaciones tipicas en machos (circulo) y hembras
(triangulo) de C. welensii. Se incluye recta de regresion lineal con intervalo de prediccion al 95%.
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La tabla IT1.15 muestra las respuestas segin el sexo y el solvente empleado. Para todos
los casos se aprecian desviaciones tipicas elevadas en la respuesta sin transformar,
encontrandose los valores extremos para en los machos (el menor, 0,36 mV, para el grupo H;
el mayor, 0,82 mV, para el grmpo P). Las respuestas medias de los machos fueron similares en
los dos tipos de solvente, pero las hembras del grupo P registraron valores supetiores al doble
de las del grupo H, lo cual sugeria una posible interaccion entre el sexo y el tipo de control

Tabla !1.15. Respuestas medias por sexo y tipo de solvente en C. welensii, obtenidas a partir de las respuestas
brutas medias por insecto para series de siete a nueve estimulaciones frente al compuesto estandar. M= media;

DT= desviacion tipica.

EAGbruta
Sexo Solvente N M(mV) DT (mV)

Parafina 4 1,30 0,82
Machos Hexano 4 0,95 0,36
Total 8 1,13 0,62

o Parafina 4 098 062
Hembras Hexano 4 0,43 0,27
Total 8 0,70 0,53

T Parafna 8 1,14 070
Total Hexano 8 0,69 0,60
Total 16 0,92 0,60

El contraste de medias mediante el Modelo Lineal General Univariante (tabla IH.iG) no
encontrd efecto significativo para dicha interaccién ni tampoco para el sexo, pero si para el
tipo de solvente, aunque con un nivel de significaciéon relativamente bajo (p=0,046). El efecto
de la covariable Rai_wcon resulté muy significativo, lo que puede reforzar la consideracion
inicial sobre la aptitud desigual entre los individuos de cara a las pruebas de EAG.
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Tabla I1l.16. Pruebas de los efectos inter-sujetos de los factores sexo y tipo de solvente, asi como de la
respuesta a la inyeccion control, sobre las respuestas brutas de C. welensii frente al estandar. Se consideran las
respuestas brutas transformadas por la funcién raiz cuadrada, tanto para el estandar como para el control.

Variable dependiente: Rai_EAGbruta

Fuente Suma t:?pgulﬁdrados gl cu“an:gg ca F Significacion
Modelo corregido 1,070 4 0,267 8,204 0,003
Interseccién 0,244 1 0,244 7,470 0,019
Rai_vcon 0,601 1 0,601 18,433 0,001**
Sexo 0,001 1 0,001 0,025 0,877
Solvente 0,166 1 0,166 5,081 0,046*
Sexo * solvente 0,059 1 0,059 1,815 0,205
Error 0,359 11 0,033
Total 14,640 16
Total corregida 1,429 15

Modelo Lineal General. R? = 0,749 (R? corregida = 0,658).
(*). Indica efecto significativo al nivel 0,05.
(**). Indica efecto muy significativo al nivel 0,01.

Al considerar como variable dependiente la respuesta al control (Ra7_scon), ningtin efecto
resulté significativo (p=0,068; p=0,845 y p=0,060 para los efectos debidos a Sexo, Solvente y
Sexo*Solvente respectivamente).

I11.3.2.2. Comparacién entre la respuesta al control y la respuesta a la inyeccion en
blanco; y relacién entre la respuesta al control y la respuesta “bruta” media frente al
estimulo estandar para C. welensii

El efecto significativo del solvente sobre la respuesta de EAG aconsejé examinar con
detalle esta relacién. En primer lugar, la tabla II1.17 muestra los estadisticos descriptivos para
las inyecciones control con los dos tipos de solvente (Vaomtm) y la inyeccion en blanco
(Vseco) para los 19 insectos del grupo H. Las tres respuestas medias fueron bajas, no resultando
significativamente diferentes las provocadas por los dos solventes (prueba “t”: p=0,384, n,=8
y = 19); en cambio, la diferencia de respuesta entre el control en blanco y el control con
solvente entre los insectos del grupo H si fue significativa (prueba “t”: p=0,012, n=19). Se
aprecia también que la contribucion real del compuesto solvente a la respuesta al control
viene a oscilar entre el 40 y el 50% de la misma (segin se trate del hexano o la parafina,
respectivamente).

Tabla 111.17. Estadisticos descriptivos de la respuesta de C. welensii frente al control y frente a la inyeccion en
blanco.

. Media Desv. tip. . . .
Variable Solvente Grupo N (mv) (mV) Error tipico  Minimo Maximo
(Vseco . T o 19008 oos _....002 0,00 034

parafina P 8 0,12 0,09 0,03 0,01 0,31
Vcontrol
hexano H 19 0,10 0,09 0,02 0,00 0,32
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ILa no existencia de diferencias significativas entre las trespuestas provocadas por los dos
tipos de solvente, permite la reunién de las respuestas cotrespondientes a los ejemplares de
los dos grupos. A partir de esta muestra ampliada (27 ejemplares), se analizo la relacion entre
la respuesta bruta frente al estandar y la trespucsta al control (tabla II1.18). La respuesta a la
inyeccién control provoca valores bajos (la media supuso un 11,6% de la intensidad alcanzada
por la respuesta bruta media al estindar), pero el rango de valores alcanzados resulto
relativamente amplio (CV= 90%, frente al 65% obtenido para la respuesta al estandar).

Tabla i11.18. Estadisticos descriptivos para la respuesta bruta media (series de tres estimulaciones por cada
insecto), asi como la respuesta al control, en C. welensii. CV= coeficiente de variacion.

Variable N Media (mV) Desv. tip.(mV) CV (%) Minimo Maéaximo
Vcontrol 27 0,10 0,09 90 0,00 0,32
EAGb 27 0,86 0,56 65 0,19 2,46

Esta amplitud en los valores puede apreciarse mejor en la figura 111.10, donde se ilustra
ademas una tendencia similar para ambos sexos. La correlacién para el global de los datos
fue altamente significativa (Recarson—0,77 pata las variables transformadas por la funcion raiz
cuadrada: p=0,000; n=27).

Figura I11.10. Dispersién de las respuestas brutas medias de C. welensii ante el estandar frente a las respuestas
provocadas por la inyeccién control.
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En estas circunstancias, la prueba de efectos intersujetos con la misma muestra de 27
individuos, empleando esta vez las respuestas netas medias a partir de tres estimulaciones y
excluyendo la covatiable Vconsro/ (tabla I11.19), arroja resultados parecidos a los obtenidos
anteriormente: el Ginico efecto significativo (p=0,024) seria el del tipo de solvente.
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Tabla 111.19. Pruebas de los efectos inter-sujetos de los factores sexo y tipo de solvente sobre la respuesta neta
de EAG de C. welensii. Se consideran respuestas netas transformadas por la funcion raiz cuadrada, y series de
tres estiulaciones por insecto.

Variable dependiente: Rai_ EAGn
Suma de cuadrados

Media

Fuente tipo I gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 0,614 3 0,205 3,307 0,038
Intercept 17,721 1 17,721 286,590 0,000
Sexo 0,209 1 0,209 3,381 0,079
Solvente 0,360 1 0,360 5,829 0,024*
Sexo * solvente 0,001 1 0,001 0,012 0,913
Error 1,422 23 0,062
Total 20,750 27
Total corregida 2,036 26

Modelo Lineal General. R? = 0,301 (R® corregida = 0,210).
(. Indica efecto significativo al nivel 0,05.

I11.3.2.3. Variabilidad de respuestas entre individuos en C. welensii y los parimetros
que la condicionan

Los resultados obtenidos hasta el momento revelan algunos puntos contradictorios, en
particular en relacién con la influencia del sexo y del tipo de solvente sobte la respuesta de
EAG, v la desigual capacidad inicial para las pruebas que parecen mostrar los insectos. De
esta manera, resulta interesante analizar la posibilidad de que la variabilidad de respuestas
entre sujetos pueda distorsionar los efectos del sexo o el solvente.

A partir de estas consideraciones, la prueba de Kruskal-Wallis (tabla I11.20) aplicada a las
series de siete a nueve respuestas netas dentro de cada grupo (parafina y hexano) asi como
para el conjunto de individuos, puso de relieve diferencias altamente significativas cntre
ejemplares en todos los casos (p<<0,001).

Tabla 111.20. Prueba de Kruskal-Wallis de contraste de respuestas netas medias en C. welensii para cada grupo
de ejemplares y para el conjunto (medias por individuo obtenidas a partir de siete a nueve estimulaciones).

Variable: EAGneta

GrupoP GrupoH Gilobal

Chi-cuadrado 64 57,075 125,900
gl 7 7 15
N 8 8 16
Sig. asintét. 0,000 0,000 0,000

La tabla II1.21 refleja las correlaciones entre la respuesta neta media de EAG a partir de
tres inyecciones (variable Rai ELAGn) y los 12 parametros considerados inicialmente por su
potencial vinculacién con esta variabilidad.
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Tabla I11.21. Matriz de correlaciones (Rrearson) para la respuesta neta media de EAG, transformada por la funcion
raiz cuadrada, y los 12 parametros potencialmente influyentes en la variabilidad de respuestas entre individuos
de C. welensii. Las siglas identifican las variables tal y como se describi¢ en el apartado 111.2.2.3. La parte inferior
de la tabla refleja el numero de datos empleados en cada correlacion.

Rai_ EAGn Lg_lib Temp Capi Lg_ret Lg scap Lg_seag Peso Longit Lg_ant Ancho Lon_P An_P
Rai_EAGn 1 - - - - - - - - - - - -

Lg_lib 0,455 1 - - - - - - - - - - -
Temp 0,125 -0,110 1 - - - - - - - - - -
Capi -0,527* -0,513* 0,124 1 - - - . . - R N R
Lg_ret 0,398" -0,139  -0,076 -0,05 1 - - - - - - - "
Lg_scap 0,203 -0,008 0,028 0,266 0,537 1 - - - - - - -
Lg_seag -0,162 -0,046 -0,176 0,454* 0,112 0,649** 1 - - - - - -
Peso -0,102 0,119 0,005 -0,13 0,131 0,388 0,596 1 - - - - -
Longit -0,133 0270 -0,616* -0242 0052 0,190 0,442 0,682~ 1 - - - -
Lg_ant 0,129 0,138 0,540 -0,238 0,439 -0,249 -0,776* -0,401 -0,325 1 - - -
Ancho -0,121 0,217 -0,264 -0,562 -0,042 0,025 -0,161 0,347 0,653 0,252 1 - -
Lon_P 0,648 -0,289 0,301 -0,215 0,459 -0,178 -0,718* -0,957*** -0489 0,383 -0,231 1 -
An_P -0,513 0,250 -0,252 0,500 -0,282 0,293 0,880™ 0,829 0,296 -0,554 -0,234 -0,866™" 1

"Rai_EAGn - a7 T . T - . ST - ST
Lg_lib 27 27 - - - - - - - - - - -
Temp 22 22 22 - - - - - - - - - -
Capi 26 26 21 26 - - - - - - - - -
Lg_ret 27 27 22 26 27 - - - - - - - -
Lg_scap 27 27 22 26 27 27 - - - - - . -
Lg_seag 27 27 22 26 27 27 27 - - - - - -
Peso 21 21 20 21 21 21 21 21 - - - - -
Longit 9 9 ] 9 9 9 9 9 9 - - - -
Lg_ant 9 9 9 9 9 9 9 <} 9 9 - - -
Ancho 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 - -
Lon_P 9 9 <] 9 9 9 9 9 9 9 9 -
An_P 9 9 9 9 9 9 9 ] 9 9 9 9 9

(*)- Indica correlacion significativa al nivel 0,05.
(™). Indica correlacién muy significativa a! nivel 0,01.
(***). Indica correlacioén significativa al nivel 0,001.

Las correlaciones con la variable Rai EAGn sélo resultaron significativas para las
variables Capi, Lon_P, Lg kb y Lg ret, siendo negativa para la primera y positivas para las
demais. Las ecuaciones de las regresiones lineales que expresan cada una de estas relaciones se
muestran en la tabla II1.22

Tabia 111.22. Resumen de los modelos de regresion lineal para las variables significativamente correlacionadas
con la respuesta de EAG de C. welensii.

Variables R R? R? corregida Modelo (a) Significacion Durbin-Watson
Rai_EAGn <> Capi 0,527 0,278 0,248 Y=1,368-0,004X 0,006 2,367
Rai_EAGn <> Lg_lib 0,455 0,207 0,175 Y=1,232+0,614X 0,017 1,887
Rai_EAGn <> Lg_ret 0,398 0,159 0.125 Y=0,673+0,209X 0,040 1,956
Rai EAGn <> Lon_P 0,648 0,420 0,337 Y=0,043+0,419X 0,059 2,845

a. Variable dependiente: Rai_EAGn.
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Tres de los modelos son capaces de explicar significativamente al nivel 5% parte de la
variabilidad de la respuesta; el cuarto (respuesta<> relacién peso/longitud) lo hatia para un
nivel de significacién del 10%. De los cuatro modelos es precisamente éste altimo el que

contemplaria una mayor variacién corregida de la respuesta (33,7%).

La tabla II1.23 resume los resultados de las pruebas de comparacién de respuestas netas
medias entre grupos obtenidos clasificando los datos a partir de cada una de estas cuatro
variables. En ella se incluye la significacion para el namero de conglomerados mas adecuado a
la muestra; en caso de existir varias opciones dicho valor corresponde al agrupamiento cuyas
diferencias de medias llevaron asociada la significacién mas pequefia.

Tabla 111.23. Resumen de la comparacién de respuestas netas medias de C. welensii entre conglomerados de
individuos definidos por las variables diametro del capilar, amplitud de la linea base, demora en el estudio de
EAG tras la captura y relacion peso/ longitud.

Variables de N Ngrupos Ejemplares por Significacién Comparacion de medias

clasificacién grupo
Capi 26 3 7-14-5 0,039* Kruskal-Wallis
Lg_lib 27 3 10-9-8 0,021* Kruskal-Wallis
Lg ret(a) 27 3 13-12-2 0,000*** Prueba “t”
Lon_P 9 2 6-3 0,095 Mann-Whitney

(*). Indica diferencia significativa al nivel 0,05.
(™). Indica diferencia altamente significativa al nivel 0,05.

(a). Prueba “t" de contraste de las medias de los dos primeros grupos frente al valor "1,34"
(media del grupo 3).

Solo entre los grupos formados a partir de las variables Capr, 1. g b y 1g ret se
encontraron respuestas medias significativamente distintas (@=0,05). Respecto al diametro
del capilar de referencia (tabla II1.24), las diferencias (disminucién del 60 al 62%) se hallaron
entre el grupo 3 y los grupos 1y 2 (ANOVA seguido de prueba GT2 de Hochberg: p<0,05),
cuyos didmetros medios presentaban los valores mas distantes.

Tabla ll. 24. Caracterizacion de los conglomerados de individuos de C. welensii formados a partir del diametro
del capilar de referencia empleado en el estudio de EAG.

Diametro de capilar (micras) EAGn (mV)
Centro Amplitud - .
Conglomerado N conglomerado  conglomerado Media Desv. tip.
1 7 87,14 70 a 100 0,92a 0,45
2 14 128,21 110 a2 150 0,88a 0,56
3 5 185,00 170 a 195 0,35b 0,22

Letras distintas para la media indican diferencias significativas al nivel 0,05.

El agrupamiento a partir de la amplitud de la linea base permitié detectar un grupo de
insectos para los cuales el valor de este pardmetro superaba los 0,3 mV, y cuya respuesta
media cra significativamente mayor (alrededor de un 78%) que el resto.
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Tabla 111.25. Caracterizacion de los conglomerados de individuos de C. welensii formados a partir de la amplitud
de la linea base de la preparacion para estudio de EAG.

Amplitud de linea base (mV) EAGn (mV)
Centro Amplitud . .
Conglomerado N conglomerado conglomerado Media Desv. tip.
1 10 0,14 0,12-0,16 0,61a 0,68
2 9 0,23 0,18-0,28 0,66a 0,29
3 8 0,41 0,3-0,66 1,08b 0,36

Letras distintas para la media indican diferencias significativas al nivel 0,05.

Por tltimo, los resultados en relacién con el agrupamiento segin la tardanza en efectuar
el estudio de EAG (tabla I11.26) pueden ser algo engafiosos. Los dos ejemplares considerados
distintos siguiendo este criterio (Cw7m y Cw6h de la tabla IIL.2, cuya respuesta media supeto
mas de 2,5 veces la de los demads) presentaron una demora en su estudio considerable -més de
cuatro meses- ya que fueron capturados en época de letargo. De esta manera, los resultados
apuntan hacia que la “deseable mayor tardanza” hay que entenderla en la medida en que sea
debida a la captura de los ejemplares antes de su avivamiento.

Tabla 111.26. Caracterizacion de los conglomerados de individuos de C. welensii formados a partir del tiempo
transcurrido entre su captura y el estudio de EAG.

Tardanza en realizar EAG (dias) EAGn (mV)
Centro Amplitud . .
Conglomerado N conglomerado conglomerado Media Desv. tip.
1 13 2,54 1-4 0,65a 0,34
2 12 11,08 6-36 0,72a 0,46
3 2 134,50 133-136 1,85b 0,83

Letras distintas para la media indican diferencias significativas al nivel 0,05.

El anilisis de regresion a partir del enfoque multivariable se resume en la tabla I11.27. En
ella se incluyen los siguientes modelos: 1) las cuatro variables correlacionadas
significativamente con la respuesta de EAG; 2) tres de las wvariables anteriores, las cuales
proporcionaron tegresiones individuales significativas (tabla II1.22); 3) el mejor de los
modelos derivados del empleo de las 12 variables iniciales.

Tabla IIl.27. Modelos de regresion lineal multivariable significativos para la respuesta de C. welensii, a partir de
varias combinaciones de variables.

Modelo Variables independientes (a) R R? R? corregida Significacion 3"::22:
1 Capi+lLg_lib+Lg rettLon_P 0,869 0,755 0,509 0,151 3,205
2b Capi+Lg_lib+Lg_ret 0,734 0,539 0,470 0,001 2,352
3c Capi+ Lg_ret+Pesot+Temp+Lg_seag 0,826 0,683 0,570 0,004 1,676

a. Variable dependiente: Rai_EAGn.
b. Y=1,290-0,002Capi+0,242Lg_ret+0,483Lg_lib.
¢. Y=0,139-0,008Capi+0,206Lg_ret-0,345Peso+0,064Temp+0,657Lg_seag.
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De las cuatro variables correlacionadas significativamente con la respuesta de EAG, sélo
tres (Capi, 1g lib y Lg red) proporcionan un modelo de regresién multiple significativo; pero
el mejor de los modelos obtenidos considerando inicialmente las 12 vatiables resulta mas
complejo que el antetior, y explica una mayor vatiabilidad de la respuesta (entre el 57% y el
68%). Es de resaltar que la presencia en el modelo 3 de la variable Ig /b suponia un ligero
incremento de la variabilidad explicada (R2=0,728; RZcoregica=0,602), pero la significacién
asociada al contraste de hipotesis tespecto al coeficiente de regresién parcial para dicha
variable (t= 1,461; p=0,168) recomendaba su exclusién. Por otra parte, el efecto de la variable
Lon P queda en gran medida suplido por la variable Peso (ambas estin fuertemente
correlacionadas: Rpearson= -0,957: aa= 0,1%; n=9).

Al igual que se hizo con las variables Capi, Lg lib, Lg ret y Lon_P individualizadamente,
se analiz6 la posibilidad de que distintas combinaciones de variables incluidas en los dos
modelos significativos antetiores proporcionaran agrupamientos de individuos cuyas
respuestas medias fueran diferentes. La tabla 111.28 resume los resultados de las pruebas de
comparacién de respuestas netas medias entte grupos.

Tabla 111.28. Contraste de respuestas netas medias correspondientes a distintos agrupamientos de individuos de
C. welensii, definidos a partir de combinaciones de las variables diametro del capilar, amplitud de la linea base,
temperatura, peso, demora del estudio de EAG tras la captura (en dias) y dias de supervivencia tras el estudio
de EAG.

Combinacién de variables N N grupos %g?g:ﬁ;? Significaciéon Coxzzl;:g(éar; de
Capi +Lg_ret+ Lg lib 26 4 3-7-5-11 0,058 Kruskal-Wallis
Capi+ Temp + Peso + Lg_seag + Lg_ret 20 3 4-11-5 0,101 Anova
Capi + Temp 21 3 4-12-5 0,062 Anova
Peso + Lg seag + Lg ret 21 3 5-3-13 0,031* Kruskal-Wallis
Peso + Lg_seag + Lg_ret + Capi 21 4 10-4-4-3 0,02* Kruskal-Wallis
Lg_Seag + Capi 26 4 10-6-6-4 0,023* Kruskal-Wallis

(. Indica diferencia significativa al nivel 0,05.
(a). Respuesta de EAG expresada mediante su transformada por la funcién raiz cuadrada.

Los grupos de variables integrantes de los dos modelos significativos anteriores no
consiguen agrupamientos de individuos con respuestas significativamente distintas. Tampoco
sucede para las dos variables experimentales del modelo 3 (Cap: y Temp); pero si ocutre con
las fisiolégicas (Peso, 1.g seag y Lg red. En cuanto a las combinaciones entre variables de
distinta naturaleza, la variable Cgpi unida a las fisioldgicas proporcioné agrupamientos con
respuestas medias significativamente distintas. Por ultimo, la combinacién con menor
ntimero de variables y con resultados significativos (sin considerar las variables Capi y Log retr
individualizadamente, ya analizadas con anterioridad) fue: Log seag + Capr.

Por ultimo, resaltar que la repeticién de los contrastes de medias de la tabla II1.28, una
vez desechadas las observaciones para los insectos integrantes del grupo 3 segin la variable
Capi (cinco ejemplares), asi como los capturados en época de letargo (dos ejemplares), depar6
esta vez diferencias significativas sélo para el agrupamiento a partir de las variables
fisiolégicas Peso + Lg seag + Log ret (prueba “t” para dos grupos: p=0,045; n1= 9, n2=5). Para
este conjunto de insectos resultante se establecié una clasificacién orientativa segin la
intensidad de su respuesta neta. La tabla IT1.29 recoge los valores centrales (en milivoltios) de
cada conglomerado para el agrupamiento mas adecuado.
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Tabla 111.28. Agrupamiento de los individuos de C. welensii en funcion de su respuesta neta de EAG, capturados
en periodo de vuelo y estudiados con capilares de diametro inferior a 170 micras en el electrodo de referencia.

Conglomerado

1 2 3
EAGn (mV) 1,39 0,33 0,73
N 4 5 11

I11.3.2.4. Efectos sobre la respuesta total de EAG de P. germari del sexo, tipo de
solvente y respuesta al control

En la tabla IT1.30 se rccogen las respuestas brutas de cada serie de estimulaciones
obtenidas a partir de los 18 insectos empleados.

Tabla I1.30. Respuestas brutas de P. germnar frente al control y al estimulo estandar, segun sexos y tipo de
solvente. EAGbruta= media; S= sexo; Sol= solvente; Vcont.= respuesta frente a la inyeccién control; DT=
desviacion tipica; CV= coeficiente de variacién.

R bruta frente a la trementina (50% vi/v) (mV
Pg40 M Pa 005 046 036 038 0,38 030 034 032 - - 0,36 0,05 13,89
Pg42 M Pa 002 038 034 034 031 037 035 032 030 034 0,34 0,03 8,82
Pg48 M Pa 005 012 0,6 014 008 008 0,08 0,10 0,18 0,14 0,12 0,04 33,33
Pg51 M Pa 009* 048 050 046 042 036 042 036 036 034 0,41 0,06 14,63
Pg53 M Pa 004 012 018 020 0,6 0,18 020 0,16 0,18 0,18 0,17 0,02 11,76
Pg50 M Pa 004 030 024 024 024 022 030 024 024 024 0,25 0,03 12,00
Pg58 M Pa 002 0,34 028 030 028 030 034 028 038 0,24 0,30 0,04 13,33
Pg63 M Pa 000+ 012 006 008 0,0 0098 007 009 009 0,08 0,09 0,02 22,22
Pg62 M Pa 003 014 0,22 010 008 0,14 016 0,46 020 0,20 0,14 0,04 28,57
Pgé5 M Pa 002 009 007 008 005 005 005 006 007 0,07 0,07 0,01 14,29
Pgi1 M He 000 010 010 010 008 004 006 010 013 012 009 003 3333
Pg12 M He 000 006 006 010 008 004 008 008 006 0,08 0,07 0,02 28,57
Pg16 M He 000 016 022 022 014 016 020 022 0,20 0,18 0,19 0,03 15,79
Pg4m M He 004 1092 106 106 104 1,06 096 078 - - 0,98 0,11 11,22
Pg26 M He 000 028 022 022 020 0,4 018 020 014 0,18 0,20 0,04 20,00
Pg27 M He 000 018 008 014 012 0,08 008 010 0,06 0,06 0,10 0,04 40,00
Pg2h H He 004 070 080 088 100 090 108 124 120 - 0,98 0,19 19,39
Pg4h H He 0,00 0,3 056 058 055 0658 052 054 0,58 - 0,53 0,09 16,98

Ademais de la homogeneidad de respuestas en un mismo insecto, destaca la disparidad de
respuestas entre individuos (0,07mV + 0,01 hasta 0,98 + 0,19. Media + DT). La relacién
entre la respuesta media de cada insecto y la desviacién tipica para cada serie se ilustra en la
figura I11.11, donde se aprecia correlacién significativa entre ambas variables (Rpearson= 0,839:
p>0,001; n=18). Los ejemplares Pg42, Pg2h y Pgd4m son los mas alejados de los limites del
intervalo de confianza, pero unicamente los datos correspondientes a los ejemplares Pg2h y
Pg4m podrian ser considerados atipicos y, ademas, muy influyentes sobre la regresion’.

? Valores de referencia para la Distancia de Mahalanobis (DM) y Valor de Influencia Centrado (VIC) en este
conjunto de datos: DM= 3,84 y VIC= 0,22. Para el ejemplar Pg42, los valores calculados fueron: DM= 0,02 y
VIC=0. Para los ejemplares Pg2h y Pg4m sc obtuvieron los mismos valores: DM= 5,93 y VIC= 0,35.
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Figura 1il.11. Respuestas brutas medias frente a las desviaciones tipicas en machos (circulo) y hembras
(triangulo) de P. germari. Se incluye la recta de regresion lineai con intervalo de confianza al 95%.
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Respuesta bruta media (mV)

La tabla ITL.31 recoge los principales estadisticos descriptivos del comportamiento segun
sexos y tipo de solvente. La respuesta media de los machos es muy similar para los dos tipos
de solvente: 0,26 mV + 0,33 y 0,23 mV + 0,12 (media + DT) para hexano y parafina
respectivamente. La comparacién entre sexos debe considerarse con cautela, debido al escaso
nimero de datos correspondientes a hembras. Aunque la media para éstas (0,76 mV) resulto
aproximadamente tres veces superior a la obtenida por los machos de cualquiera de los dos
grupos, las diferencias fueron significativas sélo para el grmpo P (Mann-Whitney: pp,=0,03 y
np=10 machos +2 hembras; pn=0,143 y nu=6 machos +2 hembras).

Tabla 111.31. Respuestas medias por sexo y tipo de solvente en P. germari, obtenidas a partir de las respuestas
brutas medias por insecto para series de siete a nueve estimulaciones frente al compuesto estandar. M=media;
DT= desviacion tipica.

EAGbruta
Sexo Solvente N M (mV) DT (mV)
Parafina 10 0,23 0,12
Machos Hexano 6 0,26 0,33
Total 16 0,24 0,22
“Hembras  Hexano 2 076 032
7 parafina 100 023 012
Total Hexano 8 0,36 0,33
Total 18 0,28 0,24

La tabla IIL1.32 muestra los efectos sobre la respuesta bruta del factor tipo de solvente y
la covariable Vonsro/ no se incluye en este caso el factor sexo, por escaso nimero de datos
para las hembras. El efecto del tipo de solvente no es significativo, pero si resulta muy
significativo el de la covariable. Al considerar como variable dependiente la respuesta al
control (Veontrol) y como tnico factor el tipo de solvente, el efecto de éste también resultd

significativo (p=0,025).
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Tabla 111.32. Pruebas de los efectos inter-sujetos de los factores sexo y tipo de solvente, asi como de la
respuesta a la inyeccioén control, sobre las respuestas brutas de P. germari frente al estandar. Se consideran las
respuestas brutas al estandar transformadas por ia funcion logaritmo decimal (Log_EAGH).

Variable dependiente: Log _EAGbruta

Fuente cuadsr::‘oas(:?po i o culz\-ln::jélgca F Significacién
Modelo corregido 0,783 2 0,391 4,656 0,027
Interseccidn 6,549 1 6,549 77,898 0,000
Solvente 0,372 1 0,372 4,421 0,053
Vcontrol 0,750 1 0,750 8,923 0,009
Error 1,261 15 0,084
Total 10,365 18
Total corregida 2,044 17

Modelo Lineal General. R* = ;383 (R® corregida =0,301).
(**). Efecto muy significativo al nivel 0,01.

I11.3.2.5. Comparacién entre la respuesta al control y la respuesta a la inyecciéon en
blanco; y relacién entre la respuesta al control y la respuesta “bruta” media frente al
estimulo estandar en P. germari

A partir de la tabla IT11.33 se puede comparar la respuesta frente a los dos tipos de
inyeccién control y la provocada por la inyeccion en blanco. Se aprecia que las respuestas son
muy bajas en todo caso. Tanto para la variable Vwnfro/ como para serw se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos definidos por el tipo de solvente (Mann-
Whitney: p=0,005 con n=31 para Viecw; y p=0,003 con n=32 para Vcontro). En cambio, las
respuestas al control y a la inyeccion en blanco fueron muy similares en los dos grupos
(Wilcoxon: p=0,414 y n=19; p=0,301 y n=12; para el grupo H y grupo P respectivamente).

Tabla 111.33. Estadisticos descriptivos de la respuesta de P. germari frente al control y frente a la inyeccién en
blanco.

Media Desuv. tip.

(mV) (mV) Minimo Maximo

Variable Solvente Grupo N

Hexano H 19 0,01 0,02 0,00 0,06
Veontrol
Parafina P 13 0,03 0,02 0,00 0,09
- H 19 0,01 0,03 0,00 0,12
Vseco
- P 12 0,04 0,03 0,00 0,10

La relacién entre la respuesta bruta y la respuesta a los dos controles se ilustra en la tabla
II1.34 y en las figuras I11.12. En el gr#po P la intensidad de la respuesta al control representa
un 12% de la alcanzada por la respuesta al estimulo estindar; en el grwpo H, en cambio, no
llega al 3%. En las figuras se muestra una correlacién clara en el gwpo P, que ademis es
significativa (Rpeason= 0,665: p=0,013; n=13), pero en el grupo H no se puede establecer una
vinculacién parecida (Rspearman=0,417: p=0,156; n=19).
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Tabla 11.34. Estadisticos descriptivos para la respuesta bruta media (series de tres estimulaciones por cada
insecto), asi como la respuesta al control, en P. germari.

Media Desv. Tip.

Variable Solvente N Minimo Méaximo

(mV) (mV)
Parafina 13 0,25 0,13 0,09 0,57
EAGbD Hexano 19 0,35 0,28 0,07 1,01
Total 32 c30 0 _2_3_ o
7 Parafina 13 0,03 0,02
Vcontrol Hexano 19 0,01 0,02
Total 32 0,02 0,02

Figura lil.12. Dispersion de las respuestas brutas medias de machos (circulos) y hembras (triAngulos) de
P.germari ante el estandar frente a las provocadas por la inveccion control. para los dos tipos de solvente.
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I11.3.2.6. Variabilidad de respuestas entre individuos en P. germari y los pardmetros
que la condicionan

La prueba de Kruskal-Wallis entre los machos (medias a partir de siete a nueve
estimulaciones por insecto) revelé diferencias altamente significativas entre individuos
(p<0,001; n=16). Esta variabilidad puede enmascarar el caricter real de la variabilidad entre
sexos, al igual que ocurtié para C. welensi, tanto mas cuanto en esta ocasion sélo se disponia
de la respuesta de dos hembras. Para profundizar mas en esta cuestiéon se intentd disgregar el

conjunto global de machos en conglomerados cuyos integrantes presentasen respuestas
medias similares (tabla 111.35).

Tabla [1i.35. Clasificaciéon en congiomerados de los machos de P. german segun su respuesta neta de EAG
(series de siete a nueve estimulaciones). Se indican los casos en que existieron diferente a la respuesta neat
media de ias dos hembras. (**) indica diferencia significativa al nivel 0,01 frente al valor "0,73mV".

EAGneta Desuv. tip. Error tip. de la

Conglomerado N (mV) (mV) media
1 5 0,17* 0,04 0,02
2 4 0,31 0,02 0,01
3 6 0,07* 0,02 0,01
4 1 0,98
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Para nuestros propositos se decidié mantener la clasificacién en cuatro grupos, de modo
que los valores centrales de los grupos 1-3 cubtian un rango muy representativo de la
generalidad de respuestas encontradas, mientras que el unico integrante del grupo 4 reflejaba
la posibilidad, aparentemente excepcional, de que haya grupos de machos con altas respuestas
de EAG. La prueba “t” (= 0,01) puso de relieve que las respuestas medias de tres de los
conglomerados permanecen muy significativamente por debajo de la respuesta media de las
dos hembras. El integrante del conglomerado cuatro presentd, en cambio, una tespuesta
superior a la de las hembras, aunque no se pueda afirmar la significatividad de la diferencia.
La matriz de correlaciones entre los patdimetros considerados como candidatos a explicar la
variabilidad de respuestas entre individuos, se muestra en la tabla I11.36.

Tabla 111.36. Matriz de correlaciones (Rrearson) para la respuesta neta de EAG (transformada) y los 12 parametros
potencialmente influyentes en la variabilidad de respuestas entre individuos de P. germari. Variables nombradas
segln se describié en el apartado 111.2.2.3. La parte inferior muestra el nimero de datos.

Rai_EAGn Li_bas Temp Lg_capi Peso Lg_ret Lg_seag Lg_scap Longit C_ant Ancho Lon_P An_P
Rai_EAGn 1 - - - - - - R - - - - -

Li_bas -0,214 1 - - - - - - - - - - -
Temp -0,118 0,258 1 - - - - - - - - - -
Lg_capi 0,015 -0,444™ 0,125 1 - - - - - - - - -
Peso -0,196  -0,416* -0,199 0,389* 1 - - - - - - - -
Lg_ret -0,206 -0,086 0,329 0,103 -0,004 1 - - - - - - -
Lg_seag -0,104 -0,201 -0,071 0,273 0,621 -0,082 1 - - - - - -
Lg_scap -0,017  -0,330* 0,279 0,411 0278 0,514* 0,493 1 - - - - -
Longit -0,424 -0,411 -0,482* 0,018 0,725* 0,219 0,176 -0,138 1 - - - -
C_ant -0,350 -0,555* -0,419 -0,141 0,613* 0,198 0,038 -0,296 0,898 1 - - -
Ancho -0,529* -0,399 -0,387 0,042 0,732 0,326 0,248 -0,080 0,878 0,825 1 - -
Lon_P 0,392 0,624 0,504 -0,074 -0,939 -0,622** -0,593** -0,286 -0,648* -0,570* -0,641** 1 -
An_P 0,326 0,603~ 0,456 -0,148 -0,912** .0,597 -0,630* -0,394 -0,578* -0,472* -0,482* 0,969** 1
'Rai_EAGn 32 ST ST ST ST . S A ST T ST
Li_bas 32 32 - - - - - - - - - - -
Temp 22 22 22 - - - - - - - - - -
L.g_capi 32 32 22 32 - - - - - - - - -
Peso 31 31 22 31 31 - - - - - - - -
Lg_ret 32 32 22 32 31 32 - - - - - - -
Lg_seag 31 31 22 31 30 31 31 - - - - - -
Lg_scap 32 32 22 32 31 32 31 32 - - - - -
Longit 15 15 15 15 15 15 15 15 15 - - - -
C_ant 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 - - -
Ancho 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 - -
Lon_P 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 -
An_P 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15

(*). Indica correlacién significativa al nivel 0,05.// (**). Indica correlacién muy significativa al nivel 0,01 // (***). Indica correlacion significativa
al nivel 0,001.

En esta tabla se obsetvan correlaciones bajas, en general, entre las distintas variables y la
respuesta de EAG, y no significativas excepto para la variable Ancho. Esta variable presentd,
ademis, la correlacién mis fuerte con la respuesta de EAG (-0,529). La ecuacién de la recta
que expresa la relacidén entre ambas variables se expone en la tabla II1.37, donde se muestra
que la anchura del pronoto de los insectos puede explicar significativamente un 22,4% de la
variabilidad de las respuestas de EAG.
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Tabla 111.37. Resumen del modelo de regresién lineal entre las variables Ancho y respuesta de EAG de P.
germari (transformada por la funcién raiz cuadrada).

. 2 2 - - . - Durbin-
Variables R R R® corregida Modelo (a) Significacion Watson
Rai_EAGn<>Ancho 0,529 0,279 0,224 Y=1,306-0,840X 0,04 0,980

(a). Variable dependiente: Rai_EAGn.

El intento de clasificar los individuos a partir de esta variable no dio resultados
satisfactorios. Sobre una muestra de 15 insectos, los procedimientos de conglomeracién
establecieron como opciones mas adecuadas dos tipos de agrupamiento: formacion de 3 6 4
grupos. La tabla IT1.38 resume las caracteristicas de los mismos.

Tabla 111.38. Caracterizacién de los conglomerados de individuos de P. germarn formados a partir de la anchura
del pronoto.

Anchura del pronoto (cm) EAG neta (mV)
Opcién Conglomerado N Centro Amplitud Media Desv.
conglomerado conglomerado tipica
1 1 0,64 - 0,48a -
2 6 0,86 0,77-0,91 0,46ba 0,30
4 conglomerados
3 7 0,99 0,94-1,02 0,20b 0,10
o 4 o t20 - 0,07¢ T
1 2 0,70 0,64-0,77 0,4a 0,01
3 conglomerados 2 12 0,94 0,85-1,02 0,31a 0,25
3 1 1,20 - 0,07b -

Letras distintas para la media en cada opcién de agrupamiento indican diferencias significativas al nivel 0,05.

Esta tabla refleja la dificultad para establecer grupos a partir de esta variable, dado que
estos tienden a ser dispares en cuanto a su tamafio y siempre queda alguno integrado por uno
o dos ejemplares. Entre los grupos mis numerosos de la opcién de cuatro conglomerados
(grupos 2 y 3), las respuestas no variaron significativamente (prueba “t”: p=0,055; a=0,05);
en la opcién de tres grupos, la respuesta media del integrado por 12 individuos no se
considerd significativamente distinta de la media del conglomerado 1, integrado s6lo por dos
insectos (Mann-Whitney: p=0,198; =0,05).

Considerando la totalidad de las vatiables como punto de partida, cl modelo de regresién
maltiple final que explicé significativamente la mayor proporcion de variabilidad de
respucstas quedd integrado por el siguiente grupo: Ancho, An_P y Li_bas (tablas 111.39 y
I11.40). Hay que hacer notar que la orientacién descriptiva con la cual se emplea este
procedimiento hace que hayamos decidido asumir ciertos riesgos manteniendo en el modelo
final la variable Ax_P, cuya significacion asociada al contraste de hipétesis sobre su
coeficiente de regresion parcial (“t7=2,016; p=0,069) aconsejaria la exclusiéon de la misma
para una significacion del 5%.
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Tabla 111.39. Coeficientes del modelo de regresion lineal en P. germari para la respuesta de EAG frente a las
variables independientes Ancho, An_Py Li_bas.

Correlacién

Modelo Variable B Error tip. t Significacién Tolerancia FIV

parcial
(Constante) 1,149 0,380 3,024 0,012
1 Li_bas -0,653 0,204 -3,201 0,008 -0,694 0,621 1,610
Ancho -0,862 0,310 -2,779 0,018 -0,642 0,749 1,335
An_P 0,375 0,186 2,016 0,069 0,519 0,567 1,764

Variable dependiente: Rai_EAGn.

Tabla 111.40. Estadisticos de resumen del modelo regresion lineal en P. germari para la respuesta de EAG frente
a las variables independientes Ancho, An_Py Li_bas.

2 2 . S " Durbin-
Modelo R R R® corregida Significaciéon Watson
1a 0,794 0,630 0,530 0,010 1,421

Variables predictoras: (Constante), An_P, Ancho, Li_bas.
Variable dependiente: Rai_ EAGn.
a. Y=1,149-0,653Li-0,862AnP+0,375Ancho

El modelo anterior indica que entre un 53% y un 63% de la variabilidad de las respuestas
de EAG se puede explicar mediante una combinacién lineal de tres variables de distinta
naturaleza: en primer lugar, una que a priori fue considerada como “experimental” (I.2_bas);
port otro lado, una variable anatémica (Ancho de pronoto); y por ultimo, la variable An_P, que
proporciona una orientacién sobre la hidratacién del insecto en el momento de estudio de
FEAG. En la tabla T11.41 se resumen los resultados de las pruebas de comparacién de
respuestas netas medias entre grupos obtenidos mediante distintas combinaciones de estas
variables. Segin se aprecia, ninguna de las combinaciones es capaz de originar grupos
homogéneos de individuos cuyas respuestas medias difieran significativamente.

Tabla Ill.41. Contraste de respuestas netas medias correspondientes a distintos agrupamientos de individuos de
P. germari, definidos a partir de combinaciones de las variables amplitud de linea base, anchura del pronoto y
relacién peso/ancho del pronoto.

Combinacién de variables N gl'ul\:)os E;g:’l:::‘r)is Significacion Comrlz‘aergit;l :n de
Li_bas + Ancho + An_P 15 2 6-9 0,403 prueba "t"
Ancho + An_P 15 2 5-10 0,238 prueba "t"
An_P 15 2 10-5 0,238 prueba "t"
Li_bas 32 4 8-5-5-14 0,182 Kruskal-Wallis
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I1l.4. Discusion

La respuesta de EAG de C. welensii y P. germari resulta influida por vatios factores
experimentales, como la dosis y cantidad de estimulo aplicado, y la frecuencia de
estimulacién. Estos factores, junto a otros relacionados con la preparacién del insecto para las
pruebas, contribuyen a la determinacién de la duracién de una preparacion para este tipo de
estudios. La respuesta se ve condicionada, asi mismo, por las caracteristicas del propio
insecto. Este condicionamiento puede deberse tanto a las propias diferencias de respuesta
olfativa inherentes a distintos individuos (Roelofs 1984), como a las inducidas por el estado
de vigor de los insectos. Este aspecto resulta de gran interés en casos como el que nos ocupa,
en los cuales los ejemplares son capturados en campo durante el periodo de vuelo. En los dos
siguientes apartados analizaremos el efecto de cada uno de estos factores.

I11.4.1. Efecto sobre la respuesta de EAG de la concentracion y cantidad del
estimulo, la frecuencia de estimulacién y la duracién de la preparacion

Las dos especies han mostrado un comportamiento tipico en la relacién dosis-respuesta,
sobre todo C. welensii, que mostrd respuestas de mayor intensidad. La variacion en las
respuestas halladas, expresada en porcentaje como intervalo de confianza al 95%, fue para C.
welensii de ~15% para dosis 1:10, e inferior al 29% a dosis mucho mds elevadas (1:1). Para P.
germari la variacién resultd mas elevada (cercana al 25% para 1:10 y superior al 52% para la
dosis 1:1). Van Tol y Visser (2002) encontraron que para el curculionido Ofiorhynchus sulcatus
las concentraciones de estimulacién mayotes al 1% (v/v) impedian la adecuada recuperacién
de la antena, por lo que se producia una alta variabilidad en las respuestas; esta variacion fue,
para el (E)-2-hexenal, de #30% a la dosis mas alta (10% v/v en aceite de parafina).

Asi pues, si se busca homogeneidad de respuestas, la dosis mais adecuada setia la
proporcién 1:10 (aunque en P. germari setia de esperar atn una variacién importante). Pero el
hecho de que las respuestas frente a dosis 1:1 resulten significativamente mayores que las
halladas para 1:10, unido a la existencia de cierta variabilidad intraespecifica dificil de evitar, y
la comodidad de trabajar con respuestas altas, aconsejan el empleo de concentraciones
elevadas para ambos insectos. Esta conveniencia se acentiia para la especie P. germari, cuyas
respuestas tienden a ser mas discrctas.

La concentracién aconsejable (1:1) es superior a la empleada para otros cerambicidos,
como Anaghptus subfasciatus y Demonax transilis (estandar linalol a dosis 1:10 en hexano; Tkeda
et al. 1993); Phoracantha semipunciata (103 ppm en hexano, empleando como estindar (E)-2-
hexenal; Barata ¢ al. 2000); Arhopalus tristis (0-pineno al 10% en aceite de parafina; Suckling 7
al. 2001). En otros insectos, como el curculiénido Ofiorbynchus sulcatus, se prepararon
disoluciones al 1% de (Z)-3-hexen-1-ol en aceite de parafina, mientra que Park y Hardie
(1998) usaron mezclas de (E)-2-hexenal al 1% en el mismo solvente para el afido Aphis fabae.

En cuanto a la cantidad de disolucién estimulante, si sc desca obtener valores altos que
permitan apreciar las respuestas frente a los compuestos poco estimulantes, la opcion mas
conveniente es emplear 20 microlitros. Por otro lado, la diferencia escasa y no significativa
entre la estimulacién con 20 y 15 microlitros (8% en C. welensii y <17% en P. germari) hace que
no resulten preocupantes las ligeras variaciones en la toma de muestras segin la precision de
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la pipeteadora automatica (la empleada por nosotros ofrecia, no obstante, una exactitud de
0,5 ul en 20 pl). La cantidad recomendable, y que ha sido empleada normalmente en nuestros
estudios de EAG, est4 en el rango generalmente manejado (Barata ez 4/ 2002), y ha sido ya
empleada por otros autores (Thiéry y Marion-Poll 1998; Birkett ez a/. 2004).

Los valores obtenidos a partir del estudio de los efectos de la concentracién y de la
cantidad de aplicacién, permiten elaborar una grifica orientativa, a escala real, de la evolucion
de la respuesta relativa de BAG segin la cantidad de compuesto estimulante (estindar)
realmente aplicada en cada inyeccién (figura II1.13).

Figura 111.13. Variacion de la repuesta de EAG de C. welensii (a) y P. germari (b) en funcion de las cantidades de
compuesto estimulante (estéandar) realmente aplicadas en cada inyeccion. Se reflejan los valores relativos
respecto a la respuesta provocada por 20 ul de disolucion 1:1 (v/v) del estimulo estandar para cada especie
(equivalente a10 pl reales_del compuesto estimulante), asi como dos modelos: Iogistico (Y= a/(1+e(“X); R?=
0,987 para C.welensii, y R*= 0,980, para P. german) e hiperbolico (Y= a*X/(b+X); R°= 0,984 para C. welensii, y
R’= 0,930 para P. germari).
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Estas grificas ofrecen una teferencia interesante sobre el comportamiento de las
respuestas en el rango de concentraciones 1:10<> 1:1 (1,82 a 10 ul reales de compuesto
estimulante). Para ambas especies, el aumento de la respuesta a partir de la cantidad de 2,5 ul
(1,25:10) es mucho mas suave que el encontrado para cantidades inferiores, continuando el
incremento hasta la cantidad de 10 pl (1:1). Aunque no tenemos datos de respuesta frente a
cantidades superiores, es probable, y asi lo apuntan los modelos no lineales, que la
concentracién 1:1 se encuentre préxima a la dosis de saturaciéon de la antena en las dos
especies (el nivel de respucsta relativa al 1:1 estarfa al 76% de la intensidad maxima en C.
welensii y al =81 % en P. germari, segin el modelo hiperbélico). De ser extrapolable este
comportamiento a otras sustancias, podria tener consecuencias relevantes si se considera que,
en general, los compuestos volitiles suelen presentar diferentes volatilidades, lo cual puede
influir sobre la respuestas de EAG.

En estas circunstancias, el empleo de la maxima concentracién (1:1) y la mayor de las
cantidades de mezcla estimulante (20 pl) podtian ayudar a reducir el efecto de la variacion de
la volatilidad de las sustancias que se estudien. Para ello habria que asumir que tal variacién
condiciona la presencia real de cada compuesto en el flujo de aire incidente en la antena, y
que esta influencia resultara “equivalente” a la que se produciria suponiendo la misma
volatilidad para los distintos compuestos pero aplicindolos a diferentes concentraciones en la
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mezcla estimulante. FEn esta situacién, diferencias de volatilidad “equivalentes” a una
reduccién de la dosis en el rango 1:1 a 2,5:10 (10 a 5 pl realmente aplicados de cada sustancia)
otiginarian, presumiblemente, una reduccién maxima de ~20% en la respuesta de EAG de las
dos especies.

Este razonamiento es particularmente aplicable a C. weknsi, ya que el compuesto
estandar empleado [(E)-2-hexenal] resulta uno de los de mayor volatililidad. En cambio, el
comportamiento reflejado en la figura IIL13b para P. germari, empleando como estindar la
trementina, deja incégnitas sobre lo que ocurritia con dosis superiores a 1:1 o, lo que es lo
mismo, con sustancias de volatilidad mayor que aquella.

Tanto C. welensii como P. germari muestran una elevada capacidad de recuperacion de la
antena, ya que frecuencias de estimulacién altas (15 segundos) no ocasionan variaciones de
respuesta significativas entre inyecciones consecutivas. En la especie P. germar, las
intensidades que se alcanzan indican que dicha frecuencia puede ser, ademés, adecuada de
cara a la comparacién de respuestas medias entre individuos. Para otras especies se han
propuesto frecuencias de estimulacién similares a las resefiadas: entre los cerambicidos,
Barata (1997) permitié un reposo entre estimulos de 5 a 10 minutos para P. semipunctata; para
Arhopalus tristis, Demonax transilis y Anaghptus subfasciatus, la frecuencia fue de 30 segundos
(Ikeda ef @/ 1993; Suckling ez /. 2001). Dickens (2000) empleé frecuencias de 2-3 minutos
para el crisomélido Leptinotarsa decembineata, que resultaron similares a las empleadas por
Brockerhoff y Grant (1999) con el lepidéptero Dioryctria abietivorella.

Hay que destacar que, en el caso de C. welensiz, se ha encontrado que una frecuencia de 15
segundos puede ocasionar problemas de saturacién ante respuestas que sobrepasen los 2 mV.
En tales situaciones resultaria mas adecuado el empleo de frecuencias mis bajas y estables
(entre 1 y 10 minutos) para analizar la vatiacién intraespecifica. Si lo que se desea es, en
cambio, estudiar la respuesta frente a grupos numerosos de sustancias de estimulacién
desconocida, la frecuencia de 1 minuto resulta especialmente indicada para las dos especies,
debido a la limitacién del iempo util de trabajo con estos insectos.

Cada preparacion de EAG para las especies C. welensii y P. germari puede ser empleada
durante un tiempo de al menos cinco horas. Las mermas en las respuestas halladas al cabo de
este tiempo (10% para P. germari y 11% en C. welensiz) no resultaron significativas. El principal
problema encontrado durante el transcurso de las sesiones fue la evaporacién de la solucion
salina en el electrodo registrador; pero puede ser subsanado depositando una gota de solucion
en la abertura extrema del mismo, lo cual permite su rellenado rapido por capilaridad.

Esta duracién de la preparacién es comparable a la obtenida por Barata y colaboradores
(2000) patra P. semipunctata (seis horas) y muy por encima de las 1-2 horas de duracion de la
prepatracion para Leptinotarsa decembineata a partir de antenas escindidas (Weibbecker ef /.
1997). De esta manera, se puede estudiar la respuesta de la misma preparacion frente a un
amplio abanico de volétiles (hasta 40, segin la frecuencia de estimulacién); y también pueden
afrontarse pruebas CG-EAD, que llegan a exigir en algunos casos el empleo de la misma
preparacién durante un tiempo de hasta cinco horas (Barata 1997).
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I11.4.2. Variabilidad de respuesta entre individuos y sexo, y los factores que
pueden ocasionarla

Para las dos especies se ha encontrado variacién altamente significativa de las respuestas
entre individuos. El efecto mostrado por la respuesta al control (covariable Vconsrol) sobre la
respuesta de LAG sugiere la existencia de cierta heterogeneidad entre los ejemplares en
cuanto a su aptitud para este tipo de estudios. Las respuestas obtenidas en los dos insectos
fueron muy variables. En P. germari, frente a la esencia de trementina, las estimulaciones
brutas oscilaron entre 0,07 mV + 0,01 y 0,98 + 0,19 (media de 0,28 mV + 0,24; n=18);
mientras que en C. welkensii, empleando como estindar el (E)-2-hexenal, la respuesta vari6
entre 0,22 mV + 0,07 y 2,38 mV + 0,2 (media de 0,92 mV + 0,60: n=16). Estas fluctuaciones
pueden enmascarar el caricter real de las diferencias entre sexos o por tipo de solvente.

La respuesta media de P. germari resulta baja, pero se han encontrado intensidades
semejantes en otras especies. En P. semipunctata, por ejemplo, se empleé como estindar el
cineol a la dosis 1:10 en aceite de parafina, que origind respuestas brutas de 279 pV + 181
(media + intervalo de confianza al 95%) (Barata 1997). En C. welnsi, pot €l contratio, la
respuesta media se puede considerar clevada, y su desviacién supetior a la encontrada en
otras especies. Asi, en el cerambicido Arkopalus tristis la fluctuacion tespecto a la respuesta
media frente al compuesto mis activo [(+)-a-pineno] fue #16% (Suckling ez @/ 2001); en el
curculiénido Otiorhynchus sulcatus, la tespuesta absoluta frente al estindar (£)-3 hexen-1-ol al
1% (v/v) en accite de parafina fue de 1,3 mV + 0,3 (media + intervalo de confianza al 95%)
(Van Tol y Visser 2002); mienttas que el crisomélido Leptinotarsa decemlineata respondié con
1,46 mV + 0,16 (media + DT) frente al (Z)-3-hexenil acetato (obteniendo tales valores a
pattir de un elevado namero de insectos: n=33) (Dickens 2000).

Roelofs (1984) apuntaba ya que la tespuesta absoluta de EAG, en milivoltios, varia entre
antenas y, posiblemente, puedc scr afectada por otros factores como la temperatura, flujo de
aire o las respuestas frente a estimulaciones previas. Sin embargo, indica que las amplitudes
de respuesta rclativas a estdndares particulares pueden ser muy reproducibles en réplicas con
gran nimero de antenas; en nuestro caso, la relacion lineal encontrada entre la respuesta bruta
al estandar y la respuesta al control sugiere esta misma idea. Este comportamiento se ha
citado para diversas especies, desde pulgones como Aphis fabae (Park y Hardie 1998) hasta
lepidépteros como Lobesia bostrana (Struble y Arn 1984). Para este lepidéptero se encontrd
también una fuerte variacién de respuestas, que oscilaron entre 1y 11,4 mV con una media
de 3,5 mV, que fue atribuida a la preparacién de la antena mas que a las propias caracteristicas
de las mismas.

En cuanto al tipo de solvente empleado en la elaboraciéon de las mezclas estimulantes, su
efecto no resulté significativo en P. germari, pero si en C. welensii; aunque para ambas especies
se dieron situaciones singulares. En P. germari hubo cierta dispatidad para la vinculacién
respuesta al control <> respuesta bruta al estdndar, segin el solvente empleado: mientras que en el
grupo P las respuestas brutas frente al estindar y al control se correlacionaron, no ocurrié lo
mismo en el grmpo H. Ademas, la respuesta al control en el primer grupo supuso un 12% de la
otiginada por el estandar, siendo de apenas el 3% en el caso del hexano. En C. welensiz ocurtié
que, aunque el efecto del tipo de solvente sobre la respuesta bruta al estindar fue
significativo, no hubo diferencias significativas entre las repuestas a los controles elaborados
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con cada uno de los solventes; estas respuestas fueron, ademads, de muy baja intensidad (0,1
mV + 0,09 en los dos casos; media + DT).

En el caso de P. germari, la disparidad pudo estar motivada por la precisién de las
mediciones asociada a la baja intensidad de las respuestas provocadas por los controles. La
precisién del sofware empleado (20 microvoltios) puede hacer que, para el rango de valores
de las respuestas al control (0,01 a 0,03 mV) el mas minimo error de medida haga oscilar la
media hasta valores tales que induzcan dicha variabilidad. Por otra patte, para C. welensi, es la
propia variabilidad de respuestas entre individuos la que podtia ocasionar singularidades
como la encontrada en relacién con la respuesta al control.

La relacién entre las respuestas provocadas pot las sustancias solventes (accite de
parafina y hexano) y la encontrada frente a la inyeccién sin ningln tipo de sustancia afiadida
(“inyeccién en blanco”), resulta muy interesante. Dicha relacién indica la contribucion a la
respuesta al control por parte de receptotes no quimicos (higro-térmicos y/o mecanicos, ya
sea actuando individualizadamente o de manera conjunta) y, en definitiva, la aportacién de
este tipo de receptores a la respuesta final de EAG, para el dispositivo y parametros de
aplicacién de estimulos empleados. Asi, la respuesta al control en P. germari se puede
considerar debida en su totalidad a receptores no quimicos, resultando también elevada (50 al
60% de la respuesta al control) la aportacién de estos receptores para C. welensii.

Tebricamente, el hexano es un solvente que, por su alta volatilidad, puede contribuir
potencialmente a la respuesta de EAG del insecto, mientras que con el aceite de parafina
sucede todo lo contrario. Barata y colaboradores (1992) no encontraron respuesta medible de
P. semipunctata frente al control de parafina; en cambio, este solvente provocé tespuestas de
~0,13mV en Otiorhynchus sulcatus (Van Tol y Visser 2002), 0,16 mV + 0,07 en Droryctria
abietivorella (Brockerhoff y Grant 1999) y 0,24 + 0,036 mV en Aphis fabae (Patk y Hardie
1998). La respuesta de EAG frente al control de hexano en Hypsipyla grandelta fuc de 0,15 mV
(Maia ez a/. 2000); mientras que en Dioryctria abietivorella resultdé mucho mas elevada (1,63 mV
+ 0,12) (Brockethoff y Grant 1999).

Estos resultados confirman la idea esbozada sobre la escasa televancia, para C. welensii y
P. germari, de la aportacién del solvente a la respuesta final de EAG (en las condiciones de
estimulacién consideradas). El probable mayor peso en la respuesta al control de otros
receptores no quimicos ha sido sugerido ya para insectos como el diptero Luclia cuprina (Park
y Cork 1999); y se ha demostrado en Hypsipyla grandella, donde la inyeccién “en blanco”
originé, incluso, respuestas superiores al control con hexano, tanto en machos como en
hembras (Maia ¢ @ 2000). En nuestro caso, probablemente haya influido también en esta
circunstancia el tempo permitido para la evaporacién del solvente (alrededor de cinco
minutos) antes del sellado de las pipetas Pasteur, tiempo en el cual el hexano se habria
evaporado por completo (Brockerhoff y Grant 1999). ’

En cuanto a la variacién de las respuestas por sexos frente al estandar (E)-2-hexenal, no
existieron diferencias significativas para las mismas en C. welensiz, si bien la respuesta media de
los machos superd en mis del 61% a la de las hembras. En P. germari no se puede establecer
ninguna generalizacién, dado el escaso nimero de hembras disponibles; en principio, se
apunta una respuesta significativamente mas intensa para las hembras frente al estindar
trementina, encontrandose que el registro bruto medio de 16 machos representé poco mas
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del 31,5% del valor medio alcanzado por las dos hembras estudiadas (0,76mV + 0,32; media
+ DT). Pero al ampliar la muestra hasta 30 machos, se¢ encontraron dos ejemplares cuya
respuesta superaba ampliamente los registros de la dos hembras, llegando a superar valores
netos de 0,9 mV; no obstante, la respuesta media continué siendo inferior.

Entre los cerambicidos estudiados mediante este tipo de técnicas, el caricter de la
respuesta entre sexos varia con la especie, y cabe suponer con cierta l6gica que también puede
influir el tdpo de compuesto estudiado. Hay cerambicidos, como P. semipunctata, para los
cuales no se han encontrado diferencias de respuesta entre sexos para un amplio abanico de
sustancias (Barata 1997). En cambio, las respuestas de las hembras de Anaghptus subfasciatns
superaron a las de los machos, mientras que en Demonax transilis ocurrié exactamente lo
contrario (Tkeda e/ «/. 1993). En otros érdenes de insectos, Gonzalez y colaboradores (1994)
no encontraron diferencias de respuesta entre sexos en el escolitido Phloeotribus scarabacoides
frente al etileno ni al 4cido acético; Omura y colaboradores (2000) tampoco las encontraron
para ninguno de los 13 compuestos presentados a los lepidopteros Kanisca canace 'y Vanessa
indica.

Respecto a las causas que pueden explicar la variabilidad de respuesta entre individuos,
para P. germari no se ha podido establecer una explicacién clara a partir del conjunto de
parametros estudiado. No obstante, han quedado remarcadas algunas pautas que podrian
guardar relacién con la misma: el estado de hidratacion de los individuos, su tamafio
(reflejado por la anchura del pronoto y mostrando correlacién negativa) y la amplitud de la
linea base. La variabilidad encontrada en C. welensii no es influida por variables anatomicas; en
cambio, las variables experimentales (fundamentalmente cl didmetro del capilar del electrodo
de referencia y la amplitud de la linea base), asi como el estado fisiolégico del individuo en
relacion a la fecha de estudio, si parecen condicionar bastante (hasta un 68%) tal variabilidad.

Por lo que se refiere a las variables experimentales, dado que los capilares se fabricaron
manualmente, no se puede garantizar la homogeneidad de los mismos en cuanto a su
didmetro salvo por eliminacién de algunos; en este sentido, los resultados obtenidos con C.
welensii recomiendan desechar aquellos con diametro superor a 170 micras, ya que parecen
enmascarar, disminuyéndola, la respuesta real del insecto ante un estimulo dado. Por otra
parte, la relacién entre la amplitud de la linea base y la respuesta al estindar resulta mas dificil
de interpretar, ya que la fluctuacién en dicha amplitud puede deberse a la colocacidon de los
electrodos, pero también a la aptitud de los insectos en el momento de las pruebas de EAG.

La respuesta de EAG es también dependiente en cierto grado de la temperatura y la
humedad, incluso en algunos casos del estado fisiolégico del insecto (Syntech 1998). Sin
embargo, son pocos los trabajos en los que se ha estudiado la influencia de factores
experimentales en la respuesta de EAG, y ain menos los centrados sobre el estado de vigor
de los individuos. En general se intentan mantener, segiun recomienda Roelofs (1984), unas ‘
condiciones experimentales lo méds homogéneas posibles para distintas sesiones de EAG, de
manera que se elimine la fuente de variacién que supondrian algunos de los factores
experimentales. Esta cuestién, por lo que se refiere a los insectos, se ha enfocado
generalmente empleando ejemplares criados en condiciones controladas, de manera que se
pueda conocer la edad y cl grado de desarrollo de cada individuo estudiado.
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En la especie C. welnsii, los tesultados apuntan como probable la existencia a prioti de
diferencias entre la capacidad de respuesta de insectos capturados en época de letargo y los
capturados en época de vuelo (1,85 mV + 0,83 para n =2; y 0,68 mV + 0,39 para n=25,
respectivamente; media + DT). Otros factores, como el peso en el momento de estudio y la
supervivencia del individuo tras la prueba de EAG, también indican de manera indirecta la
existencia de relacién entre la respucsta obtenida y el vigor de los insectos. La influencia de la
vitalidad y la época de captura de los insectos en la variabilidad intraespecifica parece
razonable si se consideran dos aspectos de la biologia de esta especie: 1) la dilatada época de
letargo que atraviesan y 2) la breve época de vuelo general, durante la cual deben desarrollar
una gran actividad que implica también un rédpido detetioro.

Allison y colaboradores (2004) indican que las respucstas de los cerambicidos frente a
volatiles influyentes en el compottamiento y procedentes de especies hospedantes, pueden
estar condicionadas por el grado de desarrolllo de los inscctos; asf lo han sugerido sus propios
resultados, asi como los de otros autores, con Monochamus spp. Una idea semejante la
plantearon los resultados obtenidos con P. semipunciata por Barata y AraGjo (2001). La
influencia que ejercen la edad y la madurez sexual de los insectos sobre la respuesta de EAG
frente a volatiles de plantas, ha sido observada también en otros grupos de insectos, como
ocurre con el crisomélido Leptinotarsa decemiineata (Dickens 2000).

Fl intento de cria en laboratorio de larvas de estos dos cerambicidos mediante dieta
semisintética no resulté fructifero; y la recoleccién de ramas supuestamente infestadas para
obtener insectos en el momento de su emergencia planteaba grandes problemas de
disponibilidad de espacio. De este modo, se opté por su captura directa en campo durante el
periodo de vuelo, peto ello introducia un factor de variacién dificil de controlar, que tras los
resultados obtenidos puede ser detetminante en la variabilidad intraespecifica: el estado
fisiolégico de los 1nsectos.

Por lo tanto, los resultados recomiendan, de cara a los estudios electrofisiolégicos con C.
welensii 'y P. germari, 1a conveniencia de intentar paliar el efecto distorsionante de la variabilidad
de respuestas entre individuos. Un remedio ampliamente utilizado en los trabajos de EAG
con insectos, consiste simplemente en estandarizar toda respuesta que sc desee estudiar
respecto a la provocada por un estimulo estindar. Sin embargo, esta prictica conlleva el
riesgo, segin Brockerhoff y Grant (1999), de aumentar la “fatiga” de la antena.

De esta manera, el estudio de la evolucién de las respuestas —y en definitiva, la aptitud de
la preparacién- bajo el efecto de variables experimentales como las estudiadas a lo largo del
presente capitulo (dosis y cantidad de estimulo, frecuencia de estimulacién), cobra especial
relevancia. En nuestro caso, los resultados obtenidos aseguran que el riesgo sefialado por
Brockerhoff y Grant (1999) no es de temer para las dos especies estudiadas, incluso en
condiciones de experimentacién relativamente intensas, como son el empleo de cantidades de
mezcla estimulante dc 20 pl a elevada concentracién (1:1), y frecuencias de estimulacién de
entre 15 segundos y 1 minuto.
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Esta alma de mujer viril y delicada,

dulce en la gravedad, severa en el amor,

es una encina espléndida de sombra perfumada,

bor cuyos brazos rudos trepara un mirto en flor.
-Gabriela Mistral-

Capitulo IV

Respuesta de EAG de C. welensii y P. germari frente a
compuestos volatiles emitidos por especies arbodreas
hospedantes y no hospedantes

IV.1. Introduccién: La emisién de compuestos organicos volatiles (COVs) por
Q. ilex y Q. suber, y la influencia de los “COVs” sobre el comportamiento de
los insectos

IV.1.1. La emision de compuestos organicos volatiles (COVs) por Q .idexy Q.
suber

La emisién de compuestos organicos volatiles (COVs) por las plantas es una cuestion de
interés creciente en el Ambito de la quimica atmosférica, debido principalmente a su influencia
en el balance global del carbono y en la formacién regional de oxidantes fotoquimicos como
el ozono (L.angenheim 1994; Kesselmeier y Staudt 1999). Entre los COVs de origen biotico
se encuentran los isoprenoides o terpenoides (denominaciones que engloban al isopreno y los
terpenos), alcanos, alquenos, catbonilos, alcoholes, ésteres, éteres y acidos. El grupo de los
isoprenoides, y en particular los mas volatiles (isopreno y monoterpenos) se consideran los
mis relevantes (Kesselmeier y Staudt 1999), aunque Pefiuelas y Llusia (2001) atribuyen a los
compuestos C¢-C1o no terpenoides, entre los que figuran los denominados “volatiles de hojas
verdes” (GLV, de “Green Leaf Volatiles”), una relevancia similar a los anteriores en las
emisiones globales de especies lefiosas mediterraneas.

Los COVs son producidos en muchos tejidos vegetales diferentes y mediante diversos
procesos fisiologicos. Las consecuencias de su emisién para la vida de las plantas siguen
considerandose una gran incégnita (Dudareva ¢ ¢/ 2004); sin embargo, son varios los efectos
que se han asociado tradicionalmente a la misma, en particular para los terpenos: defensiva
contra patégenos y herbivoros; informaciéon entre las distintas partes de una misma planta,
entre plantas distintas y entre plantas y animales (en particular microorganismos); y otras
funciones como la estabilizacién y proteccién de las membranas celulares contra las altas
temperaturas o la alteracién de la floracién de las plantas (Dicke y Sabelis 1989; Langenheim
1994; Pefiuelas ez a/. 1995; Kesselmeier y Staudt 1999; Paré y Tumlinson 1999; Staudt ez 4
2000; Pefiuelas y Llusia 2002a y 2002b; Martin ez 4/. 2003; Dudareva ef a/ 2004).

Cada grupo taxondémico muestra un espectro de emisidén caracteristico, ya que la
constitucién genética determina fuertemente la produccion de COVs, haciendo la emision
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altamente especifica de cada especie o incluso de cada ecotipo (Loreto e a/. 1998b; Peduelas y
Llusia 2002b). Pero la variabilidad de la emisién también es resultado de la interaccién con
factores ecoldgicos tanto bidticos como abidticos (Pefiuelas y Llusia 1995). Los efectos de
estos factores han sido muy poco estudiados para compuestos distintos de los isoprenoides
(Kesselmeier y Staudt 1999), resultando para éstos la luz y la temperatura las influencias
ambientales mejor descritas; en cambio la humedad relativa parece tener menor importancia.
La luz y la temperatura tienen efectos considerados “a corto plazo”, ya que la respuesta de la
emisién ocutre en el periodo de tiempo de algunos minutos hasta una hora.

El género QOuercus se ha considerado tradicionalmente un emisor de isopreno. Entre las
especies presente en Espafia, Q. pubescens, Q. robur y Q. petraea se comportan de esta manera
(Loteto ez al. 1998b), pero algunas especics curoasidticas, en particular mediterraneas, se
apartan de dicha afirmacién. Asi, en revisiones recientes sobre la tipologia de emisién en este
género se recoge que Q. cocctfera y Q. élexc emiten monoterpenos en lugar de isopreno y que Q.
suber no emite ningun tipo de isoprenoide (Kesselmeier y Staudt 1999; Loreto 2002). La
consideracién de Q. suber como especie no emisotra se encuentra actualmente en profundo
estado de revisién, fundamentalmente tras los recientes estudios de Owen y colaboradores
(2002) y Staudt y colaboradores (2004). Estos autores consideran a . s#ber como un fuerte
emisor de monoterpenos. En la tabla IV.1 figuran los principales isoprenoides foliares
emitidos pot Q. zlesc y (. suber y recogidos en la bibliografia.

En Q. ilex se han llegado a detectar 19 monoterpenos, que representan la mayor
diversidad de COVs entre 40 especies lefiosas mediterrineas (Owen ez 2/ 2001). Se suele
considerat que entre el 70 y >80% de las emisionecs totales de esta especie corresponden al at-
pineno, -pineno, mirceno, sabineno y limoneno. Owen y colaboradores (2001) encontraron
que estos cinco compuestos predominantes eran emitidos a tasas elevadas (emisiones
normalizadas mayores de 0,5 pg g lpeso seco h'Y). Hay que resaltar la deteccién de cineol en la
encina por algunos autores (Kesselmeier ez a/. 1997; Street e al. 1997; Owen et al. 2001), por
tratarse de un compuesto que se asocia mas tipicamente con otras especies arbéreas —como el
género Eucalyptus- y no haber sido detectado en otros trabajos posteriores.

Los estudios sobre emisién de COVs por Q. swber son mucho mas escasos que para Q.
tlex, debido a su consideraciéon generalizada hasta el afio 2004 como especie no emisora.
Staud y colaboradores (2004) lo equiparan a la encina en cuanto a los principales
monoterpenos emitidos (-pineno, -pineno, mirceno, sabineno y limoneno), pero las tasas
de emisién conjunta de estos cinco compuestos fueron mayores en encina que en alcornoque
(entre 2,8 v 4,7 veces, segun la poblacion estudiada). Los triterpenos y derivados encontrados
en hojas mediante extraccién en frio por Monaco y Previtera (1984) no parecen tener
relevancia como COVs; en este sentido Kesselmeier y Staudt (1999) apuntan que no siempre
existe correlacién entre la concentracién de monoterpenos en hojas y la emisién foliar.
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Tabla IV.1. Principales isoprencides foliares de Q. ilex y Q. suber. Se indica el porcentaje de emisién aproximado
de cada compuesto respecto al total.

Tipo de

Especie
combuesto

Compuestos (%) Referencia

a-Pineno (32), B-Pineno (22), Sabineno (9), Cineol (8), y-Terpineno (4),
p-Cimeno (4), Limoneno (4), Canfor (3), a-Terpineno (3), Mirceno (2), (a-
Tujeno, a-Terpinoleno, a-Terpineol, x-Felandreno, B-Felandreno, Linalol,
Tri-cicleno: <2 cada uno)

a-Pineno (33), B-Pineno (25), Mirceno (14), Sabineno (7), Limonenc (2),
CisB-Ocimeno (4), frans B-Ocimenc (1), Linalol (<1), otros 14 terpenos Loreto et al. (1998)
(13 juntos)

Kesselmeier et al. (1997)

«-Pineno (42), B-Pineno (26), Sabineno (22), Mirceno (6), Limoneno
(<5), Cineol, a-Terpineno, Cimeno, Tricicleno, Isopreno, a-Tujeno, a-
fencheno, Canfeno, a-Felandreno, 3-careno, y-Terpineno (4), a-
Terpineol, Cis-ocimeno, trans-ocimeno

Q. ilex Monoterpenos
Owen et al. (2001)

o-Pineno (30-35), B-Pineno (30), Mirceno (15-20), Sabineno (10-15), a-

Tujeno, a-Felandreno, Camfeno, a-Terpineol, Terpinoleno Sabillon (2002)

a-Pineno (29-37), B-Pineno {21-24), Limoneno (11-27), Sabineno (11-
21), Mirceno (6-14)
Metil ésteres Betulinato (17), Oleanolato (16), 3-O-acetil betulinato (8%), Oleanonato

de acidos o o a - o
triterpénicos (6%), Betulonato (5%), 3-epibetulinato (4%)

Staudt et al. (2004)

Monaco y Previtera (1984)

Lupeol (17), Lupenona (3%), Betulina (9), Eritrodiol (12), Beta-amirina
(7), Beta-amirenona (4), 3,28-O-Diacetil betulina (3), Aldehido oleanélico

Triterpenos )’ " Aldehido betulinico, Aldehido betulénico, 3-aldehido epibetulinico:  Monace y Previtera (1984)
Q. suber <2 cada uno)
Limoneno (83), Sabineno (8), a-Pineno (3), -Pineno (3), Canfeno (2) Owen ef al. (2002)*
Monoterpenos

a-Pineno (24-28), p-Pineno (14-18), Limoneno (23-33), Sabineno (23-

26). Mirceno (3-5) Staudt ef al. (2004)

(*). La especie estudiada se consideré inicialmente como Q. suber, pero tras los resultados los autores dudaron de la
veracidad de esta identificacién.

Es interesante destacar, llegados a este punto, que las altas emisiones de monoterpenos y
sus derivados suelen considerarse mds tipicas de coniferas que de frondosas; y en cualquier
caso, al cuantificar las emisiones de una determinada especie, es frecuente encontrar que los
compuestos predominantes sean precisamente el o-pineno y P-pineno (Zhang y Schlyter
2004, resumiendo los resultados de diversos autores).

La emisién de monotetpenos en Q. ilex y Q. suber se ve afectada por los factores
ambientales generales apuntados en parrafos anteriores. Asi, se considera que la emisién por
Q. ilex es dependiente de la luz y la temperatura (Bertin ef a/. 1997; Kesselmeiter ez al. 1997,
Sabillén 2002; Staudt ez 4/ 2003); mientras que la de Q. suber también podria ser dependiente
de la luz (Owen e¢f 4/ 2002). Loreto y colaboradores (1996a) encontraron una leve pero
positiva influencia de la humedad relativa en la emisién de monoterpenos por Q. zkx; en
cambio la regulacion de la apertura de los estomas no influyé significativamente sobre la
misma (los monoterpenos muestran la capacidad de atravesar la cuticula).

Muy vinculada con estos factores se encuentra la variacién diaria y estacional de la
emision. A lo largo de un dia la emisidén sigue una evolucién paralela a la transpiracién foliar,
a pesar de la escasa influencia de la regulacioén estomatica. Esta variacién es muy acentuada en
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Q. ilesc, para la cual se ha propuesto que la emisién de monoterpenos llega a cesar durante la
noche, aproximadamente entre las 21:00h y las 6:00h, reanudandosc a pattir de este momento
(Kesselmeier ez al. 1997; Bertin ez a/. 1997). Pero estudios mds recientes rechazan esta teoria,
indicando que en Q. ilex y Q. cocrifera la emisién foliar de monoterpenos continda durante la
noche entera (figura IV.1), aunque a una tasa baja (Niinemets ¢z 4/ 2002); algo similatr podria
ocurrir en alcornoque considerando los resultados de Owen y colaboradores (2002).

Por otra parte, la tasa de emisién total en ambas especies varia fuertcmente a lo largo del
afio (mayor en ptimavera-verano que en otoflo-invierno, especialmente para Q. suber). Esta
variacién puede verse condicionada, ademds de por la luz y la temperatura, por la edad de las
hojas, que puede provocar ligeros cambios en la composicién y atenuaciones moderadas de la
capacidad de emision, tal y como se ha comprobado en Q. sx (Staudt ef 2/ 2003 y 2004).

Figura IV.1. Variacién nocturna de la tasa de emision global: a) de terpenos; b) de a pineno -circulo negro-, B-
pineno -circulo blanco- y mirceno —cuadrado- en Q. jlex (Montpellier, octubre de 1996); ¢) relacién entre la
emisiéon nocturna de terpenos y la temperatura para Q. ilex -rombo blanco- y Q. coccifera -rombo negro-
(Montpellier, julio de 1995 y octubre de 1996). Tomado de Niinemets y colaboradores (2002).
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En cuanto a la variacién intraespecifica de la emisién, Staudt y colaboradores (2004)
sugieren que los compuestos dominantes en las emisiones de Q. dex y Q. suber son siempre los
mismos (los cinco principales); pero se produce una amplia variabilidad entre édrboles
respecto a las proporciones de estos cinco monoterpenos, que es explicada por la existencia
de variabilidad genética en la sintesis de los mismos. Ademids, las fracciones medias de
emisién de cuatro de estos compuestos (salvo el limoneno, cuya tasa de emision mosttd
fuertes variaciones intraespecificas) difieren significativamente entre las dos especies.

En esta variabilidad de emisién entre ejemplares se mantienen clettos rasgos comunes,
que permiten la clasificacién de los ejemplares de ambas especies en grupos o tipos de perfil
de emisién (Staudt ez 4/ 2001a y 2004). Los tipos se definen segin cudl sea, entre los cinco
monoterpenos, la fraccién dominante en la emisién global. A partir de 146 encinas (93
adultas y 53 plantas de dos afios) los anteriores autores hallaron que en Q. zex se podian
establecer tres perfiles de emisién: "tipo pineno” (presente en el 71% de los pies; en los cuales
la proporcién de los dos isémeros del pineno suponia un 60-80% del total); "tipo limoneno”
(21% de los arboles; con emisiones para este compuesto del 30-80% sobre el total); y "tipo
mirceno” (8% de los ejemplares, en los que este volatil se emiti6é en la proporcion del 60-90%
del global de terpenos).

Un agrupamiento similar se pudo efectuar despucs cn una muestra de 39 alcornoques
(Staudt et a/. 2004), encontrindose un 51% de ejemplares con emisiones “tipo pineno” y el
49% restantes de “tpo limoneno” (no encontraron emisiones “tipo mirceno”, peto si cuatro
ejemplares que no emitieron ningun tipo de terpeno).

Estos perfiles cambian poco a lo latgo del afio para un arbol dado. Como excepcion,
Staudt y colaboradores (2003) encontraron como posible variacién en el perfil de emisién en
Q. ilex 1a inclusién del ocimeno. Por otro lado, las proporciones de limoneno y mirceno de
los pies con estos tipos de pertfil de emisién podian sufrir variaciones a largo plazo,
determinadas por las condiciones de crecimiento de las plantas. Aunque en algunos casos se
ha encontrado que la tasa de emisién global cambia segin el perfil, presentando los tipos
pineno y limoneno emisiones medias similares pero a tasas de casi la mitad de la emision del
perfil tipo mirceno (Staudt e /. 2001a), en trabajos recientes no se ha encontrado correlacién
entre la capacidad de emisién general y el perfil de emisién (Staudt ef 2/ 2003).

Otro grupo de COVs emitidos por las plantas, que se han detectado en (. i/ex pero cuya
presencia no se ha estudiado en Q. suber, son los acidos organicos; entre ellos el acido férmico
y el icido acético son los dos emitidos en mayor proporciéon. La emisién diaria de estos
acidos sigue el patrén de evolucién de la transpiracion (Kesselmeier ef 2/ 1997; Gabriel ef 4l
1999), en lo cual se parecen mucho a los terpenos, y se relaciona con la luz y la temperatura

- aunque parece mas vinculada a la primera. También experimentan variacidn estacional, siendo
la tasa de emisién en octubre aproximadamente la mitad que en mayo (Kesselmeier e 4/
1997). Sin embargo el orden de magnitud de la emisién de estos compuestos es muy bajo
comparado con los monoterpenos: en los primeros se expresa en Ug g peso seco N1, mientras
que en los segundos se mide en ' Ng g peso seco min? (Kesselmeier e 2/ 1997; Kesselmeier y
Staudt 1999).

Por dltimo, uno de los grupos de COVs menos conocidos son los compuestos Cs-Ci0 no
terpenoides (GLV). Pefiuelas y Llusia (2001) caracterizaron la emisién de compuestos de este
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tipo para siete lefiosas mediterrineas, entre las cuales se encontraba Q. zex. Observaron que
en esta especie se produjo la mayor diversidad de emisién (tres compuestos: 3-hexen-1-ol, 2-
etoxietil acetato y fenol, de los cuatro encontrados entre las siete especies), con tasas similares
a los terpenos y correlacionada significativamente con la temperatura y la variacién estacional
(méximos en verano y primavera). Ninguno de los demds factores estudiados (humedad
relativa, tasa fotosintética, regulacién estomitica y déficit en la presién de vapor) tuvo efecto
significativo sobre la emisién a escala estacional.

IV.1.2. La influencia de los “COVs” sobre el comportamiento de los insectos

Una vez que los compuestos volatiles son emitidos por una planta, cualquier organismo
que los perciba puede vetrse afectado por ellos, o bien ser un potencial usuatio de esta
informacién (Langenheim 1994). En particular, la emisién de compuestos volitiles puede
tener consecuencias desfavorables para la planta emisora. Los compuestos semioquimicos, y
en particular las kairomonas, son una fuente de informacién clave utilizada por la mayor patte
de insectos en su interaccién reproductiva y con predadores, asi como para localizacion de
hospedantes (Dicke y Sabelis 1989; Wadhams 1992; Pickett ez 2/ 1995).

Barata y colaboradores (2002) sintetizan los trabajos de varios investigadores que
emplearon la técnica de CG-SCR para determinar semioquimicos procedentes de las plantas.
En dichos estudios se encontraron respuestas selectivas de receptores neuronales olfativos
frente a compuestos individuales dentro de la mezcla compleja liberada por la planta,
empleandose concentraciones de estimulos fisiolégicamente relevantes. Pero se conoce
también la existencia de receptores altamente especificos que detectan voldtiles considerados
ubicuos en las plantas, como son los denominados GLV.

La mediacién de volatiles de origen vegetal en la interaccién insecto-planta hospedera es
una cuestién bien apoyada documentalmente (Pickett e 2/ 1995). Son abundantes las citas
bibliogrificas en las que la actividad kairomonal de los COVs se centra principalmente,
aunque no en exclusiva, sobre los terpenos y los compuestos GLV. En este sentido los
trabajos de Van Beek y Groot (1986), Morgan y Mandava (1990), Pickett y colaboradores
(1991), Byers (1995), y Allison y colaboradores (2004) constituyen claros ejemplos del papel
que desempeiian los terpenos en la relacién entre los insectos y las plantas; y Wadhams

(1992) ilustra el papel desemperiado por los GLV.

Para que este modo de seleccidbn de hospedantes resulte eficaz, un insecto deberia
detectar los principales volatiles emitidos por sus hospedantes, asi como algunos compuestos
secundarios. Por otro lado, también deberia percibir e interpretar las emisiones propias de
especies no hospedantes, e incluso aquellas comunes a hospedantes y no hospedantes. Byers
(1995) resume de forma clara una relacién tipo entre insectos -en este caso escolitidos- y
plantas. Segin la misma un escarabajo ahorraria mucho tempo y energia si pudiera
discriminar por medio del olfato entre plantas no hospedantes y hospedantes, asi como
determinar la idoneidad de éstas, sin tener que volar hasta ellas. Cuando los insectos cayeran
por error en plantas no hospedantes, la orientacién olfativa de corto alcance les indicaria la
inadecuacién del pie; si el escarabajo no se decidiera ain, la horadacién en el arbol durante un
corto trecho le revelaria la carencia de estimulantes para la alimentacién y/o la presencia de
repelentes para la misma.
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Son numerosos los trabajos en los cuales se manifiesta la relevancia, de cara al
compottamiento de los insectos, de los volatiles mas estimulantes en las pruebas de EAG. La
existencia de este tipo de relacién contintia siendo planteada y demostrada para diversas
especies, como ha ocurrido para el crisomélido Lep#inotarsa decembineata (Dickens 2000), o para
el lepidoptero polifago Mamestra brassicae (Rojas 1999) y el curculiénido polifago Otorhynchus
suleatus (Van Tol y Visser 2002) frente a volatiles del grupo GLV. Recientemente se ha
demostrado la capacidad atrayente o repelente de ciertos volatiles, que provocaron respuestas
de EAG altamente significativas simultineamente en cinco especies de dipteros transmisores
de enfermedades (Birkett ez @/ 2004).

Para los cerambicidos, la localizacién de lugares adecuados para la puesta es una cuestion
critica, porque las larvas son generalmente incapaces de desplazarse entre hospedantes.
Linsley (1959) consideraba ya que en este grupo de insectos el sentido del olfato es uno de los
mas importantes para la localizacién de hospedantes adecuados para las larvas. En este
sentido, Hanks (1999) cita el ejemplo del género Monochamus, cuyos individuos son atraidos
por tetrpenoides de los pinos y ctanol. La ocurrencia de esta interacciéon en la familia
Cerambycidae ha sido comprobada hasta el momento en mas de 30 especies (Allison ez 4/
2004), habiendo sido abordada con cierta profusién en los ultimos afios (Tkeda ez o/ 1993;
Meurer y Tavakilian 1997; Hanks ez 4/. 1998; Berkov ef 2/ 2000; McIntosh ez a/. 2001; Suckling
et al. 2001; Groot y Nott 2001; Barata 1997; Barata ¢z 2/ 1992, 2000 y 2002).

En los estudios que han conducido a estos resultados ocupan un papel destacado las
pruebas electrofisiolégicas, tales como los estudios de la respuesta de EAG. Barata (1997)
sugirié6 que la respuesta de EAG provocada en P. semzpunctata por el etanol y diversos
monoterpenos cuya emisién por uno de sus principales hospedantes (Ewucalyprus globulus) era
conocida, indicaba algin tipo de funcién de dichos compuestos en la orientaciéon quimica
para la basquedad de hospedantes. Relaciones de este tipo han sido comprobadas para otras
especies, como Demonax transilis y Anaghptus subfasciatns (Ikeda et al. 1993) y Arhopalus tristis
(Suckling ez a/. 2001).

Por otro lado, los compuestos GLV estan implicados frecuentemente en la mediacién en
el comportamiento de los insectos por los semioquimicos (Wadhams 1992). La emisién de
GLV se considera comun en las plantas, encontrandose variaciones sélo respecto a las
sustancias implicadas y su proporcién. Van Tol y Visser (2002) sostienen que para un insecto
polifago los GLV pueden ser importantes de cara a la seleccidbn de hospedantes. Pero
habitualmente se establecen preferencias por ciertas plantas, de modo que la emisién de GLV
debe asociarse a otros tipos de volatiles para que la discriminacién resulte eficaz.

Hasta hace pocos afios era frecuente considerar que la relacién insecto <> planta no
hospedera sc basaba precisamente en la ausencia de kairomonas, aunque cada vez fue
tomando mayor fuerza la atribucién a las alomonas de un papel importante como reveladoras
de la inadecuacién como hospederas de ciertas plantas (Pickett ez @/ 1995). Segin Barata y
colaboradores (2002) la discriminacién de no hospedantes puede deberse tanto a la deteccidén
de componentes comunes a diversas plantas, que sc presentan en propotciones no
encontradas normalmente en los hospedantes, como a la identificacién de compuestos mis o
menos especificos de plantas no hospederas, emplcando para ello receptores neuronales
especificos.
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En este contexto, es interesante la afirmacién de Van Tol y Visser (2002) segun la cual
los rangos de liberacién de diferentes volitiles en el mismo tipo de disolucién pueden variar,
produciéndose efectos dosis-trespuesta. En los estudios sobre la respuesta olfativa de los
insectos frente a compuestos volatiles es inevitable trabajar con sustancias de muy variadas
volatilidades, de manera que la interpretacién de la respuesta olfativa debe ser cuidadosa por
el riesgo de que altas volatlidades favorezcan la aparicién de respuestas elevadas y
enmascaren la capacidad estimulante real de las sustancias.

Pero la comparaciéon de la respuesta frente a un abanico de volatiles es atn factible
puesto que la variacién de respuestas entre los mismos depende principalmente de la
sensibilidad del sistema receptor (Van Tol y Visser 2002). Esta idea se ilustra claramente a
partir del ejemplo de Primo (1991), cuando expone que las feromonas de lepidépteros suelen
tener una volatilidad bastante baja, por lo cual la sensibilidad de sus antenas es muy grande.
Dickens (2000) sostiene que las diferencias de volatilidad entre compuestos no impiden el
establecimiento de comparaciones relativas entre las respuestas, y que las comparaciones son
tanto mas validas cuanto mas relacionados estén los compuestos.

Brockerhoff y Grant (1999) corrigieron la volatilidad de cinco sustancias elaborando
concentraciones de aplicacién distintas para cada una, de manera que su presencia en el pulso
de aire que llega a la antena resultara equimolar. Tal correccién no modificéd el rango relativo
de respuestas entre los terpenos analizados [(-)-ot-pineno, (-)-B-pineno y (-)-limoneno]; en
cambio, para dos GLV [(E)-2-hexenal y (E)-3-hexenil acetato] ocurri algo distinto: mientras
que a dosis no corregidas el aldehido y el éster provocaron respuesta significativamente
mayores que los terpenos, para las corregidas el aldehido originé respuestas
significativamente menores que el (-)-0-pineno, (-)-limoneno y (E)-3-hexenil acetato.

La correccién del efecto de la volatilidad en la respuesta de EAG presenta el
inconveniente de que habitualmente se emplea un nimero elevado de sustancias (20 a 40 e
incluso mas) por lo que el procedimiento que permite determinar el factor de correccién
resulta muy engorroso. Por otra parte, tal correccién seria deseable en términos de rigor
experimental, pero tal vez no se corresponda con una interpretacién mais precisa de lo que
sucede en el campo, ya que uno de los factores que condiciona la emisién de volatiles por las
plantas es precisamente su volatilidad (Niinemets e 2/ 2002; Pefiuelas y Llusia 2002b), y tal
emisién no es “corregida” para que su concentracién en el aire sea siempre equimolar. Mas
aun, cabria pensar que el hipotético condicionamiento de la orientacién de los insectos por
parte de este tipo de volatles deberia llevar implicita cierta capacidad de respuesta diferencial
en funcién de las concentraciones de los compuestos en el aire, determinadas, entre otras
cosas, por su volatilidad, su persistencia o las tasas de sintesis de los mismos en la planta.

Finalmente, indicaremos que las pruebas dosis-respuesta para las sustancias que resulten
de interés, sobre todo las que provocan mayores respuestas, ayudan a entender mejor la
relacidén respuesta de EAG <> volatlidad. En el otro extremo, resultarfa prudente no
descartar totalmente el posible papel de sustancias que provocan bajas respuestas. En este
sentido resulta muy interesante la reflexién de Barata (1997), segtin la cual en las especies que
manifiestan preferencia por ejemplares con estrés fisiolégico, como ocutre con P. semipunctata,
no se deberia minimizar la posible funcién del etanol, aun cuando éste resulte aparentemente
poco estimulante. FEsta relacién preferencia <> estrés la explicé ya Byers (1995) para el
escolitido T. piniperda, y parece apuntarse para C. welensii y P. germari (1.6pez et al. 2004).
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En este capitulo se analiza la respuesta de EAG de C. welensii y P. germari frente a un
amplio abanico de compuestos volatiles sintéticos. Entre ellos figuran compuestos que la
bibliografia considera constituyentes del espectro de emisién caracteristico de encinas y
alcornoques, asi como otros mis tipicos de especies no hospedantes o bien comunes a ambos
tipos de plantas. A partir de los resultados obtenidos se intentari interpretar la importancia de
la estimulacién olfativa en la seleccién de hospedantes por parte de estos dos cerambicidos.

Para dicha interpretacién resultard de gran ayuda el estudio de las correlaciones entre las
respuestas encontradas frente a las diversas sustancias Este analisis podria reportar dos tipos
de informacién: por un lado, mostraria las sustancias cuya deteccién olfativa esté ligada, en
sentido positivo o negativo, lo que podria sugerir agrupamientos que puedan caracterizar
olfativamente las especies vegetales; por otra parte, permitiria establecer hipétesis sobre qué
tipo de receptores neuronales —especificos o, por el contratio, generalistas- podrian estar
implicados en la deteccién olfativa. También resultard Gt el analisis de la relacién dosis-
respuesta para algunos de los compuestos mas estimulantes, lo cual permitira estimar la
precision con la que son detectados por los insectos ciertos volatiles.
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1V.2. Material y Métodos

IV.2.1. Insectos empleados

Para el estudio de la respuesta provocada por volitiles sintéticos se emplearon, para la
especie C. welensti, un total de cinco machos y siete hembras para 32 de las sustancias; con el
acido tinico se estudiaron tres machos y dos hembras diferentes a los 12 ejemplares
anteriores. Con P. germari se emplearon cinco machos y dos hembras. El estudio se efectud
considerando el global de insectos para cada especie, salvo en los casos para los cuales la
respuesta entre sexos difirid significativamente; en esta situacién se analizd el
comportamiento de cada sexo por separado. Para el analisis de la relacién dosis-respuesta se
emplearon, en C. welensii, cuatro insectos para cada compuesto excepto para el cineol, con el
cual se emplearon cinco. Con P. germari se emplearon cinco insectos. Todos los ejemplares se
capturaron en perfodo de vuelo.

IV.2.2. Compuestos estudiados

Se estudio6 la respuesta de EAG provocada por 33 compuestos de otigen vegetal pero
con distinta procedencia: la mayoria de ellos (32) fueron compuestos sintéticos obtenidos
comercialmente (tabla IV.2 y figura IV.2), micntras que la Gltima sustancia se obtuvo en
laboratorio mediante extraccidén con hexano a partir de exudado de alcornoque. Entre el
conjunto de compuestos sintéticos se cncucntran los principales volatiles emitidos pot
nuestras especies hospedantes de interés (Quercus ilex y Q. suber), y por algunas no
hospedantes que con frecuencia se pueden encontrar asociadas a estas (Pinus pinea, P.
halepensis, P. pinaster) o habitan en su vecindad (Eucalyptus globus, E. camaldulensis).

El extracto de exudado se obtuvo por un procedimiento similar al descrito por Wang y
colaboradores (2002), a partir de exudado fresco recogido la noche anterior a la extraccién y
que se debe, probablemente, a extravasaciones de savia junto con residuos de la accién de
bacterias del género Botryosphaeria. Un fragmento de corcho de 2,11 gramos totalmente
impregnado se mantuvo durante 10 horas en un vial de plastico cerrado, con 10 ml de hexano
(Fluka); transcurrido este tiempo sc retitd el fragmento y se dejé evaporar el extracto hasta

obtener aproximadamente 2 ml. Todo el proceso se llevo a cabo a la temperatura y humedad
ambiente del laboratotio (26 a 30 °C; 40-50% HR).
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Tabla IV.2. Caracteristicas de las sustancias presentadas como estimulos olfativos a C. welensii y P. germari. |.
Kovats= indice de Kovats; Qi=Q. ilex, Pp=P. pinea, Ph=P. halepensis, Eg=E. globulus, Ec=E. camaldulensis,
Pr=P. pinaster, Qs= Q. suber, GLV=volatil de hojas verdes; H=foliar, C=cortical, P=fermentaciéon anaerobia de
tejidos internos; N= Pureza no determinada; S= Sigma-Aldrich; F= Fluka; P= Panreac; L=Laevo.

Compuesto Sinénimos Fuente Pl(‘,r/f)za |. Kovats grl;:gi:gg Especie emisora
Monoterpenos
(1R)-(+)-c-Pineno *# - S >99 920 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec,
(18)-(-)-c-Pineno #* - S N 920 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
B-Pineno - L 96 985 H Qi, Qs, Pr, Eg, Ec
(R)-(+)-Limoneno #  d-Limoneno, Carveno S 97 ~ 1016 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
a-Terpineno Terpileno S 94 1020 H Qi, Pr, Eg, Ec
y-Terpineno S 97 1058 H Qi, Pr, Eg, Ec
Ocimeno * - F N = 1035 H Qi, Pp, Pr, Eg, Ec
a-Felandreno - S N 1009 H Qi, Ec, Pr
Sabineno hidrato Isotujol, 4-tujanol F >98 970 H Qi, Qs, Pr, Ph, Ec
B-Mirceno Mirceno S N ~ 990 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
p-Cimeno Paracimeno F >890 1025 H Qi,Pr, Eg, Ec
Trementina # - P 99,5 <1000 C,H Pinus spp.
Alcoholes monoterpénicos
Linalol Linalil alcohol S 97 1085 H Qi, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
Cineol ** 1,8-cineol, eucaliptol S Q9 1015 H Pp, Pr, Eg, Ec, Q**
Terpineol *** Terpenol S 865 1289 H Pp, Qi
Triterpenos y derivados
Eritrodiol - F >97 H Qs
Betulina - S >08 C,H Qs
Lupeol Lupenol S 98 H Qs
Friedelina - F >08 Cc Qs
Lupenona - S N H Qs
“GLV”
(Z)-3-hexen-1-ol Aicohol foliar S o8 844 C,H Qi, Pr, Eg, Ec
(Z2)-3-hexenil acetato Ester foliar S N 988 H Pr, Eg, Ec
(E)-2-hexenal Aldehido foliar S 98 826 H Ubicuo
(Z)-2-hexen-1-ol Alcohol foliar S >90 H Eg, Ec
Compuestos fendlicos
Acido elagico - S 95 C Qs, Qi
Acido galico - S >08 c Qs, Qi
Acido tanico - s N c Qs
Otros compuestos
3-Metil-1-butanol Alcohol amilico F >98,5 736 C Qs
Etil propionato Etil propanoato F >89,7 686 H Eg, Ec,
Acido acético - F >99,5 710 H Qi, Pp
Etanol - P >89 5 651 P Ubicuo
3-Hidroxi-2-butanona Acetoina F >97 701 H Pr, Eg, Ec,

(). Mezcla de isémeros, principalmente .
(**). Compuesto no detectado en Q. ilex por Sabillén (2002), pero si citado por otros autores (Owen et al. 1997; Street et al.

1997; Kesselmeier et al. 1997).
(***). Mezcla de isémeros: 75% ocimeno + 25% limoneno.
(#). Mezcla de monoterpenos. Segiin el proveedor: «-pineno y B-pineno principalmente; 3-careno y canfeno como

componentes menores.

(*#). En adelante, (+)-a-pineno.
(#"). En adelante, (-)-a-pineno .
(##). En adelante, (+)-limoneno.
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Figura IV.2. Estructura quimica de algunas de las sustancias presentadas como estimulos olfativos a C. welensii
y P. germari.

Monoterpenos
(R)-(+)-c-Pineno (S)-(-)-a-Pineno B-Pineno (+)-Limoneno a-Terpineno y-Terpineno
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| |
| |
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IV.2.3. Metodologia experimental

IV.2.3.1. Estudio de la respuesta de EAG frente a volitiles sintéticos

Las mezclas estimulantes consistieron en 20 microlitros de disolucion de cada
compuesto en hexano (50% v/v). Cada mezcla se depositd en una tira de papel Whatman N°
1, que posteriormente se introdujo en una pipeta Pasteur desechable de vidrio. A través de la
pipeta cargada dc esta manera con el estimulo, se inyect6 un volumen de aire de 10 mulilitros.
La inyeccién se efectué manualmente mediante una jeringa de plastico. Antes del sellado de la
pipcta Pasteur se permitié la evaporacién del solvente durante un tiempo aproximado de
cinco minutos.

Cada sesién se inicié con una inyeccién control de hexano, y se continué con la
aplicacién de series de cuatro compuestos clegidos al azar, precedidas por una inyeccién del
estmulo estindar ([E)-2-hexenal al 50% (v/v) en hexano para C. welknsi, y esencia de
trementina al 50% (v/v) en hexano para P. germard]. La frecuencia de estimulacién en cada
serie fue de un minuto, dejando un tiempo de 10 minutos entre series distintas. A los diez
minutos de finalizada la Gltima setie se aplicé una nueva inyeccién del estandar, con el fin de
disponer, también para esta setie, de dos respuestas frente a este estimulo.

IV.2.3.2, Analisis de la relacién dosis-respuesta

Para ambas especies se escogieron las cuatro sustancias que provocaron mayores
respuestas de EAG. En el caso de C. wekensii, éstas fueron: cineol, beta pineno, (F)-2-hexenal
y trementina. En P. germari fueron las siguientes: cineol, B-pineno, (-)a- pineno y trementina.

Para cada compuesto se elaboraron cinco disoluciones en hexano (10* hasta 1 v/v),
preparandose para cada disolucién tres pipetas Pasteur cargadas con 20 microlitros de la
mezcla. Fl orden de aplicacién de las series de estimulaciones correspondientes a los distintos
compuestos se establecié al azar. Para cada uno de los compuestos, la serie consistié en tres
inyecciones por cada dosis, aplicadas segin una secuencia creciente de concentraciones. La
frecuencia de aplicacién de estimulos fue de un minuto, dejando un tiempo de entre 10 y 15
minutos entre series correspondientes a compuestos distintos.

Cada serie se inicié con un inyeccién control compuesta exclusivamente por hexano y se
continud con una inyeccién de 20 microlitros de disolucién 1:1 (v/v) en hexano del estimulo
estandar (E)-2-hexenal, aplicacién que se repitié al final de la serie. Los valores considerados
para las respuestas de EAG correspondientes a cada concentracién fueron los netos,
estandarizados respecto a la respuesta neta media de las dos inyecciones del estimulo
estandar.
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IV.2.4. Analisis estadistico

IV.2.4.1. Secuencia del analisis

Los ejemplares de C. welknsii empleados para el estudio de la respuesta de EAG frente a
los volatiles sintéticos presentaban cierta heterogencidad, ya que con algunos de ellos (dos
machos y dos hembras) se emplearon capilares de didmetro en punta fina mayor a 170 micras
en el electrodo de referencia. Por otra parte, en el grupo de las hembras dos ejemplares
habian efectuado la puesta con anterioridad a la prueba de EAG, mientras que las cinco
restantes lo hicieron con postetioridad. Dc csta manera, antes de estudiar las respuestas frente
al conjunto de compuestos se analizé la posible influencia de estos dos factores.

Una vez efectuada esta comprobacién previa se registrd la respuesta de EAG del grupo
de sustancias estudiado. I.a respuesta de cada compuesto se estandarizé respecto a la media
entre dos inyecciones del estimulo estindar: la inicial de su serie y la inicial de la serie
siguiente. Las respuestas brutas relativas obtenidas de esta manera sc compararon
posteriormente con la provocada por la inyeccién control, considerada como un tipo de
estimulo mas. Finalmente fueron seleccionados cuatro de los compuestos mas estimulantes
para cada especie, y con ellos se analiz6 la relacidon dosis-respuesta.

1V.2.4.2. Métodos estadisticos

En general, las ptuebas estadisticas se efectuaron reuniendo los datos correspondientes a
ambos sexos cuando las pruebas de Mann-Whitney y/o “t”
de diferencias significativas entre machos y hembras. Para los compuestos que si provocaron
respuestas significativamente diferentes en los dos sexos, se consider6 més adecuado
mantener por separado las medias correspondientes a sexos distintos, salvo en el estudio de

las correlaciones entre las respuestas.

de Student sugerian la ausencia

El efecto del tamafio del capilar y la fecha de puesta sobre la respuesta de los individuos
se analizé mediante la prueba de Mann-Whitney para cada uno de los compuestos estudiados.
Las pruebas “t”
por el conjunto de compuestos y la respuesta al control. La clasificacién en conglomerados de
los compuestos que presentaron diferencias significativas frente al control se efectud
mediante el procedimiento “Andlisis de Conglomerados de K-medias”; previamente se

y Wilcoxon se emplearon para comparar las respuestas medias provocadas

decidié el nimero mis adecuado de grupos entre un rango de dos a seis mediante la
comparacién de las soluciones dadas por la Vinculacién de Ward (con distancia euclidea) y el
Analisis de K-medias.

Finalmente, hay un aspecto que no es habitual incluir en este tipo de estudios, pero que
puede ayudar a comprender el significado de las respuestas olfativas cuando se manejan
grupos numerosos de sustancias: el analisis de las correlaciones entre las respuestas
provocadas por cada compuesto. Para abordarlo se calculé el coeficiente de correlacion de
Spearman.

En el anilisis dosis-respuesta se emple6 en primer lugar la prueba de Mann-Whitney para
detectar posibles diferencias de respuesta entre sexos frente al cineol para los ejemplares
empleados; cuando no se detectaron tales diferencias se unieron los datos de ambos sexos.
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Mediante el test de Kruskal-Wallis y la prueba ANOVA se compararon las medias entre
compuestos para cada dosis. Dado que se trabajé con las respuestas relativas frente al
estandar, cuando en la comparacién estaba implicado alguno de dichos compuestos [(E)-2-
hexenal en C. welensii y trementina en P. germari] a dosis de 1:1, se empleé la prueba “t” frente

al valor p=1.

Por otro lado, para comparar medias entre dosis dentro de cada compuesto se
emplearon las pruebas “t” o de Wilcoxon (segin pudiera o no asumirse el requisito de
normalidad). De manera aniloga a la explicada anteriormente, cuando estuvo implicada la
dosis 1:1 de los estimulos estindar, o bien dosis que provocaron respuesta “0” en todos los
individuos, se empled la prueba “t” de comparaciéon de medias frente a los valores p=1y n=0
respectivamente.

Por ultimo, aunque se contaba con pocos ejemplares para cada tipo de compuesto, se
realiz6 un anilisis de regresion logistica de tipo Probit, que permitié obtener una orientacién
sobre las concentraciones para las cuales se superaban determinados umbrales de respuesta.
Para ello se cuantificé el nimero de individuos cuya tespuesta superaba un valor prefijado.
En nuestro caso nos interesaba conocer la concentraciéon de la mezcla que provocara
respuestas de EAG superiores al valor minimo medible por el software empleado (20
microvoltios), en un determinado potcentaje de la poblacién, que fue establecido en la mitad
de los individuos.
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IV.3. Resultados

IV.3.1. Respuesta de EAG de Cerambyx welensii Kister y Prinobius germari
Dejean frente a compuestos volatiles caracteristicos de especies arboreas
hospedantes y no hospedantes

I1V.3.1.1. C. welensii

Las pruebas previas revelaron que ni el tamafio del capilar empleado ni la fecha de puesta
en relacién al momento de estudio de EAG, tuvieron efectos significativos sobre la respuesta
de los insectos (Mann-Whitney: p>0,1 en todo caso, considerando Nan.=2 ¥ fipost.=3; n>170=2
y n<170= 3 en los machos; y n>170=2 con n<i70= 5 en las hembras). Por lo tanto el estudio se
efectud sobre el conjunto de insectos de que se disponia.

Las respuestas relativas de cada compuesto, expresadas como porcentaje respecto al
estimulo estindar, se muestran en la tabla IV.3. La observacién conjunta de las pruebas “t” y
de Mann Whitney revelé la existencia de dos compuestos para los que las trespuestas
presentaron diferencias entre sexos: cineol y ocimeno (p<0,01 y p<0,05; respectivamente); no
obstante, las respuestas de las hembras resultaron supetriores a las de los machos en la
mayoria de los casos. Esta cuestion aconsejé mantener individualizadas las respuestas de
machos y hembras frente a las dos sustancias, dado que ello podria proporcionar informacién
valiosa sobte el comportamiento olfativo segun el sexo. Para el resto de sustancias, en
cambio, se unieron los datos correspondientes a machos y hembras.

Tabla 1V.3. Estadisticos descriptivos de las respuestas brutas relativas de C. welensii frente al abanico de
compuestos estudiado. El nimero de ejemplares se expresa, salvo para el cineol y el ocimeno, de la siguiente
manera: Nnembras + Nmachos. H/M= respuesta media de las hembras dividida por la de los machos.

Compuesto N Media (%) DT (%) H/M Compuesto N Media (%) DT (%) H/M
Trementina 7+5 102,64 23,15 1,25 Terpineol 7+5 38,54 20,23 0,88
(E)-2-hexenal 7+5 100,00 - 0,7 Etil propionato 7+5 38,02 3868 1,57
B-Pineno 7+5 99,28 19,50 1,10 Acido acético 6+5 30,85 19,67 1,44
(-)-o-Pineno 6+5 93,11 28,11 1,34 3-hidroxi-2-butanona 7+5 22,49 18,57 1,03
(2)-2-hexen-1-ol 7+5 88,35 27,68 0,96 Etanol 7+5 18,11 11,36 0,68
(Z)-3-hexen-1-ol 7+5 85,97 18,49 1,05 Acido elégico 7+5 16,63 18,78 1,48
a-Felandreno 7+5 85,74 34,45 1,29 Sabineno 6+5 15,62 11,97 1,11
(+)-o-Pineno 6+5 81,85 18,70 1,13 Hexano 7+5 13,55 10,78 0,44
3-Metil-1-butanol 7+5 77,18 28,60 1,14 Lupeol 6+5 13,53 15,56 0,71
a-Terpineno 7+5 69,47 10,84 1,19 Friedelina 7+5 13,27 14,07 0,85
(£)-3-hexenil acetato 7+ 5 68,82 18,61 1,24 Acido galico 7+5 12,53 10,25 0,65
(+)-Limoneno 7+5 61,40 26,39 1,39 Extracto exudado 6+5 11,99 5,40 0,72
B-Mirceno 7+5 52,43 13,08 1,06 Eritrodiol 7+5 11,21 9,00 0,50
Linalol 5+5 48,24 14,40 1,19 Betulina 7+5 " 9,61 10,71 0,42
y-Terpineno 7+5 46,24 15,24 1,23 Acido tanico# 2+3 1,82 4,07 -
p-Cimeno 7+5 41,90 12,91 1,25
Cineol* 7* 135,81 20,38 147 Ocimeno* 7* 52,94 14,06 1,63
Cineol** 5 92,38 10,49 1,47 Ocimeno™* 5 32,49 7,80 1,63

(*). Todas hembras.
(**). Todos machos.

(#). Insectos diferentes a los empleados con las demas sustancias; para ellos, la respuesta relativa media frente al hexano
fue del 2,45%. No se calculé la relacién H/M, ya que las respuestas de las dos hembras fue = 0.
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A partir de estos resultados, las pruebas de comparacién de medias permitieron
cuantificar la significacién de las diferencias entre las respuestas a cada compuesto y la
respuesta a la inyeccién control de hexano (tabla IV.4). Resultaron significativamente
diferentes al control las respuestas provocadas por 20 compuestos: todos los monotetpenos
salvo el sabineno, los alcoholes monoterpénicos, los compuestos GLV, el 4cido acético y el 3-
metil-1-butanol. La respuesta frente al extracto de exudado de alcornoque no se distinguié del
control; tampoco lo hizo la obtenida a partir de los triterpenos foliares de Q. suber, del etanol
ni del grupo de compuestos fendlicos corticales.

Tabla IV.4. Pruebas de contraste de medias entre las respuestas brutas relativas de C. welensii frente a cada
compuesto y la provocada por la inyeccién control.

Compuesto <> Hexano N Diferencias Prueba "t" Prueba de Wilcoxon
Media Desv. tip. t gl Sig. (bilat.) z Sig. (bilat.)
Trementina 12 89,09 29,73 10,382 11 0,000 -3,059 0,002
(E)-2-hexenal 12 8645 10,78 -27,773 11 0,000 -3,059 0,002
B-Pineno 12 8573 19,63 15,126 11 0,000 -3,059 0,002
(-)- a-Pineno 11 81,36 34,43 7,837 10 0,000 -2,934 0,003
(Z)-2-hexen-1-ol 12 74,80 27,10 9,560 11 0,000 -3,059 0,002
(Z)-3-hexen-1-ol 12 72,42 16,14 15,545 11 0,000 -3,059 0,002
a-Felandreno 12 7219 34,35 7,281 11 0,000 -3,059 0,002
(+)-a-Pineno 11 67,22 20,74 10,751 10 0,000 -2,934 0,003
3-Metil-1-butanol 12 6364 28,08 7,849 11 0,000 -2,981 0,003
o-Terpineno 12 55,92 18,18 10,654 11 0,000 -3,059 0,002
(Z)-3-hexenil acetato 12 55,28 24,54 7,803 11 0,000 -3,059 0,002
(+)-Limoneno 12 47,86 27.89 5944 11 0,000 -3,059 0,002
B-Mirceno 12 38,88 13,00 10,363 11 0,000 -3,059 0,002
Linalol 10 32,14 13,94 7,294 9 0,000 -2,803 0,005
y-Terpineno 12 32,69 15,60 7,257 11 0,000 -3,059 0,002
p-Cimeno 12 28,35 14,85 6,613 11 0,000 -2,981 0,003
Terpineol 12 2499 17,90 4,836 11 0,001 -2,981 0,003
Etil propionato 12 2447 41,00 2,067 11 0,063 -1,778 0,075
Ac. acético 11 18,82 19,78 3,156 10 0,010 -2,756 0,006
3-hidroxi-2-butanona 12 8,94 22,05 1,405 11 0,188 -0,889 0,374
Etanol 12 4,56 15,58 1,013 11 0,333 -1,156 0,248
Ac. elagico 12 3,08 22,68 0471 11 0,647 -0,000 1,000
Sabineno 11 1,51 16,77 0,298 10 0,772 -0,059 0,953
Lupeol 11 -0,59 19,84 -0,098 10 0,924 -0,357 0,721
Friedelina 12 -0,28 18,44 -0,0563 1 0,959 -0,357 0,721
Ac. galico 12 -1,02 14,52 -0,243 11 0,813 -0,089 0,929
Extracto exudado 11 -2,18 10,86 -0,666 10 0,520 -0,652 0,515
Eritrodiol 12 -2.34 12,53 -0,648 11 0,530 -0,533 0,594
Betulina 12 -394 14,44 -0,945 11 0,365 -0,622 0,534
Ac. tanico# 5 -0,63 1,40 -1,016 4 0,367 -1,342 0,180
Cineol (a) 7 127,01 22,93 14652 6 0,000 -2,366 0,018
Cineol (b) 5 72,18 9,17 17,61 4 0,000 -2,023 0,043
Ocimeno (a) 7 44,14 12,03 9,707 6 0,000 -2,366 0,018
Ocimeno (b) * 5 12,29 9,60 2861 4 0,046 -1,753 0,080

(a). Sélo entre hembras.

(b). Sélo entre machos.

Los compuestos en negrita provocan respuestas significativamente diferentes a la del hexano, al nivel 0,05.
(*). Se ha considerado mas fiable en este caso el resultado de la prueba “t”.

(#). Insectos diferentes a los empleados con las demas sustancias; para ellos, la respuesta relativa media
frente al hexano fue del 2,45%.
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La figura TV.3 refleja las respuestas relativas medias de los 20 compuestos citados para el
conjunto de machos y hembras, excepto para el cineol y ocimeno, para los cuales sc reflejan
pot separado las respuestas de ambos sexos.

Figura IV.3. Respuestas brutas relativas frente a (F)-2-hexenal de C. welensii para los compuestos que se
distinguieron del control. La linea horizontal en el extremo de cada barra indica la magnitud de la desviacion
tipica. Letras distintas indican diferencias significativas.
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Para el conjunto de los insectos, ninguno de las respuestas provocadas por los
compuestos mds estimulantes, al margen del (E)-2-hexenal, [trementina, , B-pineno y (-)-o-
pineno] difirié significativamente del estandar. Si resultd, en cambio, significativamente
mayor que el estindar la respuesta del cineol entre las hembras (prucba “t”, p=0,004; n=7).
Fl valor medio alcanzado por este monoterpeno en las hembras (135,81% + 20,38; media +
DT) fue el mayor entre todas las sustancias probadas, tanto para el conjunto de individuos
como por sexos. Otro monoterpeno -el terpineol- y el 4cido acético fueron los compuestos
que ptrovocaron las respuestas distinguibles del control mas bajas para el conjunto de
individuos (38,54% + 20,23 y 30,85% + 19,67 respectivamente; media + DT).
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figura TV.3 se muestran también los casos en que las respuestas fueron

significativamente distintas entre compuestos; entre ellos podemos destacar los que atafien a
compuestos relacionados estructuralmente, dichos casos se resumen a continuacion:

a)

b)

En relacién con los isémeros estudiados, de los tres correspondientes al pineno se
encontraron diferencias significativas entre el B-pineno y el (+)-a-pineno (prueba
“¢”: p=0,016; n=12). Por otro lado, en el grupo integrado por el (+)-limoneno, a-
felandreno, o-terpineno y y-terpineno (que denominaremos “grupo limoneno”) el
efecto de la isomertia en el terpineno fue muy significativo (Wilcoxon: p=0,004;
n=12), y fue mayor la respuesta del a-felandreno que la del (+)-limoneno y -
terpineno (Wilcoxon: p=0,028 y p=0,004 respectivamente; n=12). En cambio la
posicién del doble enlace no tuvo efecto significativo entre (Z)-2-hexen-1-ol y (£)-3-
hexen-1-ol (prueba “t”: p=0,780; n=12).

En cuanto a los compuestos con analogia respecto al grupo funcional, en el grupo de
los volatiles de hojas verdes hexacarbonados el (E)-2-hexenal resulté el mis
estimulante, aunque las diferencias con el (Z)-2-hexen-1-ol no resultaron
significativas (prueba “t”: p=0,173; n=12); las menores respuestas las provoco el (Z)-
3-hexenil acetato (68,82% + 18,61). El B-mirceno, el linalol y el ocimeno (que
nombraremos como “grupo mirceno’) no provocaron respuestas significativamente
distintas entre si ni en los machos ni en las hembras (prueba “t”: p>0,05; n=5 en
cada caso). Por dltimo, el terpineol -alcohol anilogo del limoneno- origin respuestas

significativamente menores que éste (Wilcoxon: p=0,041; n=12).

El agrupamiento de estas sustancias, incluyendo al estindar (E)-2-hexenal, a partir del
analisis de conglomerados en funcién de la intensidad de las respuestas relativas que
provocaron, se muestra en las tablas IV.5 y IV.6.

Tabla IV.5. Caracterizacién de los conglomerados formados con las sustancias que provocaron respuestas
distinguibles del control en C. welensii. La tipologia de respuestas relativas se ha establecido tomando como
referencia la empleada por Barata (1997): respuesta alta (>80%), respuesta media-alta (60-80 %), respuesta
media-baja (40-60%) y respuesta baja (<40%).

Conglomerado

1 2 3 4 5
Centro (respuesta en %) 114,10 93,58 71,74 46,31 34,70
Rango aprox. (respuesta en %)) > 103 85a 103 61a82 41 a53 30a39
N° integrantes 1 7 5 5 2
Tipo de respuesta Alta Alta Media-Alta a Alta Media-baja Baja
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Tabla IV.6. Conglomerados de pertenencia para las sustancias que provocaron respuestas distinguibles del
control en C. welensii.

Compuesto Conglomerado D's:::;:r: al Compuesto Conglomerado D's:::t‘i_ ': al
Cineol 1 0 a-Terpineno 3 2,27
Trementina 2 9,06 (Z)-3-hexenil acetato 3 2,92
(E)-2-hexenal 2 6,42 {+)-Limoneno 3 10,34
B-Pineno 2 5,70 B-Mirceno 4 6,124
(-)-a-Pineno 2 0,47 Linalol 4 1,93
(Z)-2-hexen-1-ol 2 523 y-Terpineno 4 0,07
(2)-3-hexen-1-ol 2 7,61 Ocimeno* 4 3,59
o-Felandreno 2 7,84 p-Cimeno 4 4,41
(+)-o-Pineno 3 10,11 Terpineol 5 3,85
3-Metil-1-butanol 3 5,44 Acido acético 5 3,85

(*). Para el cineol y ocimeno se utilizé también la respuesta media del conjunto de insectos.

La clasificacién que se considerd mds adecuada implicé la formacion de cinco grupos,
uno de los cuales estaba representado exclusivamente por la respuesta provocada por el
cineol. En el grupo 2 se encuentran otros compuestos altamente estimulantes, como los
monoterpenos B-pineno, (-)-ot-pineno y a-felandreno, la trementina y tres de los GLV [(E)-
2-hexenal, (Z)-2-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol]. Las sustancias integrantes de los grupos 1y 2
podrian considerarse los principales estimulantes olfativos para esta especie entre €l abanico
de compuestos probados. En el grupo 3 podriamos destacar la presencia del enantibmero (+)
del o-pineno, el GLV restante [(Z)-3-hexenil acetato] y el 3-metil-1-butanol. El grupo 4
presenta ya respuestas muy discretas (inferiores al 60%) estd encabezado por €l ocimeno y en
él destaca la presencia del limoneno y B-mirceno, dos de los cinco volatiles dominantes en las
emisiones de Q. #kx y Q. suber. Los dos compuestos con respuestas mas bajas (terpineol y
4cido acético; que provocaron respuestas inferiores al 40%) se encuadran en el dltimo grupo.

Para finalizar con esta especie se analiz6 la existencia de correlaciones entre las sustancias
que provocaron respuestas distinguibles del control. Los resultados, referentes al conjunto de
individuos, se exponen en la tabla IV.7. Dado que se trabajé con las respuestas relativas, no
se incluy6 en dicho analisis al estandar (IZ)-2-hexenal.
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Tabla IV.7. Matriz de correlaciones (R=Rspeaman) €Ntre compuestos que provocaron respuestas diferentes significativamente al control en C. welensii.

Cineol Tremen ppineno (Japin 2hexen 3hexen Felan (+)apin Metilbut oterpin  3hexil  Limon  fmircen Linalo!  yterpin  Ocimen pcimen Terpine  Acét
Gineol R 1,000 0,678* 0,343 0,405 0,091 0,014 0,140 0,327 0,133 0,545 0,497 0,620* 0,154 0,406 0,322 0,552 0,252 -0,105 0,473
as Nz o 2 12 UL 12 ] 2. R L 12 ] 12 . 1212 . 2 1o 12 .12 12 12 "o
Tremen R ﬂ - 1,000 0,503 0,169 -0,308  -0,441 0,042 -0,027  -0,056 0,252 0,063 0,567 -0,210 0,188 -0,308 0,175 0,168 -0,573 0,564
e N 12 . 12 L. L L 12 ] L 212 120 1212 . 2 12 "o
Bpineno R i - - 1,000 0,100 0,175 -0,042 0,280 0,573 -0,063 0,231 -0,133 0,476 0,406 0,200 0,077 0,280 0,720  -0,161 0,700*
s N e 12 ] LA 12 . 2 12 L 12 ] 12 . 1212 . 12 1o 212 12 12 "o
(opin R E - - - 1,000 0,096 -0,237 0,419 0,456 0,323 0,697 0,200 0,112 0,050 -0,092  -0,200 0,456 0,255 0,182 0,358
e N ] LN LA L w0 LI L oMo "o 9 .. oo wo Mo .
Shexen R - - - - 1,000 0,336 0,308 0,527 0,273 0,469 0,413 0,119 0,294 -0,176 0,413 0,266 0,399 0,413 0,036
U N . SR P s 120 2 12 ] . 12 2 12 2 12 1o 1212 2 12 "o
3hexen R E - - - - - 1,000 0,280 0,536 -0,056  -0,091 0,336 0,025 0,308 0,358 0,685 0,413 0,035 0,650* -0,327
S N T s T e 2 12 1 12 12 12 ] 12 ... 12 1o 122 12 12 "o
Felan R 1| - - - - - - 1,000 0,600 0,273 0,455 -0,056 0,109 0,462 0,212 0,147 0,783 0378 0,413 0,027
e N e S, . s 12 ] L 12 ] 12 12 12 12 W 22 22 "o
(+)apin R i - - - - - - - 1,000 -0,018 0,582 0,318 0,319 0,455 -0,018 0,545 0,609* 0,609 0,655* 0,321
et N . el eeens Tl . U L LT LU LU LU "o 0 moM LR L 0o
Metilbut R ' - - - - - - - - 1,000 0,406 -0,231 0,312 0,112 0,236 0,245 0,231 0,420 0,308 0,264
eeeeeneas N et Tl . MU . eees M 12 12 . 1212 2 1o 122 122 "o
aterpin R - - - - - - - - - 1,000 0,343 0,319 0,049 -0,091 0,140 0,497 0,455 0,357 0,173
e Nl e T T ST . e 12 2 12 0 1212 . 12 12 Vo
3hexil R T - - - - - - - - - 1,000 0,361 -0,070 0,042 0,224 0,119 -0,021 0,140 -0,227
. N, U, S Tl e el S . . T 122 1210 122 . 12 2 "o
Limon R 3 - - - - - - - - - - - 1,000 0,172 0,644 0,217 0,109 0,683 -0,014 0,536
eieaaanas A L S S et el RS, . . e . 2 L 1212 212 "o
pmircen R i - - - - - - - - - - - - 1,000 0,636* 0,615* 0,483 0,545 0,315 0,464
R N el et Tl NPT T e . e Tl U . 12 M 12 .12 1212 "o
Linalol R - - - - - - - - - - - - 1,000 0,552 0,248 0,406 0,067 0,400
s L Tl T e T s . SR T NN . M T UL 010 L L.
depin R b - - - - - - - - - - - - - 1,000 0441 0308 0,629 0,045
B, N e el el e e . e T . Tl e Tl 1212 122 . "o
ocmen R [ : R : . - ; : - : ; : R : ] 1000 0203 0320 0,164
e N el NN T - T S e el T SR T SR T2 1212 "o
pcimen R E ) . ° i N i - - - - - - - - - 1,000 0,287  0,736™
B N . R T T S Tl RS . . SR, RS ST, . T 12 .2 "o
Terpine RO - - - - - - . - - - - - - - - - - 1,000  -0,245
e Nl Tl e Tl s T . Tl N R, e Tl et . el Tl 2 "o
Acét R - - - - - - - - - - . - - - - - - - 1,000
N - - - - - - - - - - - - - - - - - - 11

(* y (*. Correlaciones significativas al nivel 0,05 y 0,01 (bilateral) respectivamente.

Tremen= trementina; (-)apin= (-)-apinenc; 2hexen= (Z)-2-hexen-1-ol; 3hexen= (Z)-3-hexen-1-ol, Felan= a-felandreno; (+)apin= (+)-a-pineno; Metilbut= 3-metil-1-butanol; aterpin= a-terpineno; 3hexil= (Z)-3-hexenil
acetato; Limon= (+)-limoneno; pmircen= B-mirceno; yter= y-terpineno; Ocimen= ocimeno; pcimen= p-cimeno; Terpine= terpineol; Acét= acido acético.
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Capitule 1V

Se encontrd correlacién significativa en 17 emparejamientos (todas positivas;
0,609<Rspearman<0,783) pero los compuestos implicados fueron sélamente 16 (Cineol,
trementina, o-felandreno, ocimeno, B-pineno, (+)-a-pineno, (-)-o.-pineno, (+)-limoneno, a-
terpineno, y-terpineno, p-cimeno, terpineol, B-mirceno, linalol, (Z)-3-hexen-1-ol y 4cido
acético). La mayoria de ellos se pueden considerar pertenecientes, en cuanto a su estructura
quimica, a dos grupos: derivados del pineno (tres compuestos) y “grupo” limoneno (cinco
sustancias); entre los demas, dos tienen estructura relacionada con el mirceno.

El p-cimeno es el compuesto implicado en el mayor nimero de correlaciones
significativas (cuatro), participando en ellas el B-pineno, (+)-c-pineno, (+)-limoneno y é4cido
acético). Siguen a este compuesto el y-terpineno y el terpineol, que ademds de cortelacionatse
entre si y con el (Z)-3-hexen-1-ol, participaron cada uno en otra correlaciéon mis: el primero
con el B-mirceno, y el segundo con el (+)-a-pineno.
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Capitulo IV

IV.3.1.2. P. germari

La prueba de Mann-Whitney revelé diferencias significativas entre machos y hembras
(p<0,05) tnicamente para cuatro compuestos: linalo], betulina, sabineno y 3-hidroxi-2-
butanona; sin embargo, en la mayoria de los casos la respuesta media de las hembras resultd
superior a la de los machos. El escaso niimero de hembras aconsejé tratar con precaucion la
reunién o separacién de los datos de ambos sexos. La tabla IV.8 presenta las respuestas
relativas medias para el conjunto de individuos, con indicacién del cociente entre la respuesta
de las hembras y la de los machos. Estas Gltimas se detallan en la tabla IV.9.

Tabla IV.8. Estadisticos descriptivos de las respuestas brutas relativas del conjunto de individuos de P. germari

frente al abanico de compuestos estudiado. El nimero de ejemplares se expresa de la siguiente manera: Nmachos
+ Nhembras. H/M= respuesta media de las hembras dividida por la de los machos.

Compuesto N Media (%) DT (%) H/M Compuesto N Media (%) DT (%) H/M
B-Pineno 5+2 119,21 24,71 0,74 Etanol 5+2 21,8 23,7 3,07
Cineol 5+2 113,70 20,72 1,04 p-Cimeno 5+2 20,00 29,03 1,15
(+)-«-Pineno 5+2 113,19 44 25 1,09 Terpineol 5+2 15,7 20,42 5,85
(-)-o-Pineno 5+2 100,58 31,96 0,92 Acido acético 5+2 12,37 1527 1,18
Trementina 5+2 100 - 1 Friedelina 5+2 9,59 10,93 1,09
B-Mirceno 5+2 60,38 35,84 0,67 Sabineno 5+2 7.84 12,23 20,2
Ocimeno 5+2 59,98 19,49 1,02 Eritrodiol 5+2 6,6 9,29 299
(E)-2-hexenal 5+2 56,57 35,40 0,81 Lupenona 4+ 1 4,81 8,81 22,1
o-Terpineno 5+2 56,04 28,10 1,2 Acido tanico* 4+ 2 4,6 11,26 -
o-Felandrenc 5+2 4963 23,38 0,61 Acido elagico 5+2 3,23 424 0,91
3-Metil-1-butanol 5+2 44,80 37,85 2,72 Acido galico 5+2 29 3,7 1,7
(2)-3-hexen-1-ol 5+2 4434 29,10 1,49 Etil propionato 5+2 2,62 4,69 4,3
(Z2)-3-hexenil acetato 5+2 41,86 27,75 0,82 3-hidroxi-2-butanona* 5+ 2 1,71 3,35 -
(Z)-2-hexen-1-ol 5+2 37,84 26,25 1,96 Extracto exudado® 5+2 1,64 2,8 -
(+)-Limoneno 5+2 32,98 16,87 1,28 Lupeol* 5+2 1,5 3,98 -
y-Terpineno 5+2 29,40 22,06 1,88 Betulina* 5+2 1,39 2,63 -
Linalol 5+2 25,9 27,76 4,2 Hexano 5+2 1,38 2,43 3,92

(*). No se encontré respuesta medible en alguno de los dos sexos.

Tabla IV.9. Estadisticos descriptivos de las respuestas brutas relativas de los machos de P. german frente al
abanico de compuestos estudiado.

Compuesto N Media (%) DT (%) Compuesto N Media (%) DT (%)
B-Pineno 5 128,90 21,10 Etanol 5 13,71 18,84
Cineol 5 112,31 24,81 p-Cimeno 5 20,00 29,03
(+)-a-Pineno 5 110,20 53,80 Terpineol 5 6,58 14,72
(-)-o-Pineno 5 103,07 38,31 Acido acético 5 11,77 17,77
Trementina 5 100 - Friedelina 4 9,31 14,01
B-Mirceno 5 66,61 41,04 Sabineno 5 1,21 2,71
Ocimeno 5 59,69 23,56 Eritrodiol 5 4,21 6,94

~ (E)-2-hexenal 5 59,91 41,17 Lupenona i 4 0,94 1,89
a-Terpineno 5 53,00 33,21 Acido tanico 4 0,00 0,00
a-Felandreno 5 55,83 23,67 Acido elagico 5 3,32 4,72
3-Metil-1-butanol 5 30,05 34,40 Acido galico 5 2,42 3,33
(Z2)-3-hexen-1-ol 5 38,87 33,63 Etil propionato 5 1,35 3,01
(Z2)-3-hexenil acetato 5 44,20 33,63 3-hidroxi-2-butanona 5 0,00 0,00
(Z)-2-hexen-1-ol 5 29,69 21,91 Extracto exudado 5 2,29 3,15
(+)-Limoneno 5 30,52 19,50 Lupeol 5 0,00 0,00
y-Terpineno 5 23,48 24,00 Betulina 5 0,00 0,00
Linaiol 5 13,53 19,10 Hexano 5 0,75 1,69
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Capitulo IV

Tabla IV.10. Pruebas de contraste de medias entre la respuesta de P. germari frente a cada compuesto y la
provocada por la inyeccion control. Sig. =significacion bilateral.

Compuesto<>hexano N Diferencias Wilcoxon Compuesto N Diferencias Wilcoxon
Media DT Z Sig. Media DT z Sig.
B-Pineno 118,95 27,61 -2,207 0,027 y-Terpineno 28,02 20,82 -2,023 0,043
Cineol 114,37 21,84 -2,207 0,027 Etanol 20,42 23,42 -1,826 0,068
(+)-a-Pineno 111,81 44,11 -2,366 0,018 p-Cimeno 19,49 23,54 -1,826 0,068
(-)- a-Pineno 100,93 3565 -2,201 0,028 Terpineol 14,32 18,38 -1,604 0,109
Trementina 98,62 2,43 -2,456 0,014 Ac. acético 10,99 14,57 -1,826 0,068
B-Mirceno 59,00 36,11 -2,366 0,018 Friedelina 7,99 11,51 -1,826 0,068
Ocimeno 58,60 19,90 -2,366 0,018  Eritrodiol 522 10,16 -1,095 0,273

5,07 10,15 -1,000 0,317
362 11,98 -0,447 0,655
1,86 4,64 -1,461 0,144
1,53 2,39 -1,604 0,109
1,24 528 -0,535 0,593
026 3,38 0,000 1

0,78 1,90 -1,000 0,317

a-Terpineno 60,07 24,85 -2,201 0028 Ac. tanico
o-Felandreno 49,97 24,71 -2,023 0,043 Ac. elagico
3-Metil-1-butanol 4342 36,53 -2,023 0,043 Ac. gdlico
{2)-3-hexen-1-ol 4296 28,42 -2,201 0,028 Etil propionato
(Z)3hexenil acetato 35,567 27,09 -2,023 0,043 Extracto exudado
(2)-2-hexen-1-ol 36,46 25,95 -2,201 0,028 Lupeol
(+)-Limoneno
Linalol @) 2 5388 2628 -1,342 0,180 3-hidroxi-2-butanona (a)* 2 3
Linalol (b)

Sabineno (a)

Sabineno (b)

(a). Solo entre hembras.
(b). Sdlo entre machos.
Los compuestos en negrita provocan respuestas significativamente diferentes a la del hexano, al nivel 0,05.
(*). En los machos no se encontré respuesta medible frente a estos compuestos.

O NNSNNOPNONNNNA

6
6
7
6
7
7
7
(E) 2-hexenal 5 58,58 39,70 -2,023 0,043 Lupenona
6
5
7
7
6
7
7

53,88 26,28 -1,342 0,180  3-hidroxi-2-butanona (a)* 2 3,06 8,15 -0,447 0,655
12,78 17,80 -1,342 0,180 Betulina (a)* 2 194 1,41 -1,342 0,180

0,46 1,02 -1,000 0,317

Las respuestas provocadas por 16 compucstos fueron significativamente diferentes al
control. En este grupo se encuentran la mayoria de monoterpenos (exceptuando el sabineno,
linalol, terpineol y p-cimeno), los cuatro compuestos GLV y el alcohol 3-metil-1-butanol. En
cambio no se distinguié del control la tespuesta de los triterpenos foliares de (J. swber,
tampoco la obtenida a partit del grupo de compuestos fendlicos corticales, del grupo de
icidos, del etanol ni del extracto de exudado de alcornoque.

El comportamiento de ambos sexos para los compuestos que provocaron estimulaciones
distinguibles del control se ilustra en la figura IV.4. En clla se aprecia que los cinco dltimos
compuestos [(Z)-3-hexen-1-ol, (+)-limoneno, 3-metil-1-butanol, (Z)-2-hexen-1-ol y el y-
terpineno|, quc originaron en los machos respuestas relativas por debajo del 40%,
provocaron en las hembras respuestas superiores. Las mayores diferencias se dieron para el 3-
metil-1-butanol, el (Z)-2-hexen-1-ol, el (Z)-3-hexen-1-ol y el y-terpineno. En el resto de
compuestos la respuestas de ambos sexos tuvieron similar intensidad.
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Capttnlo IV

Figura IV.4. Respuestas brutas relativas frente a la trementina de P. germari para el conjunto de los individuos,
los machos y las hembras frente a los compuestos que se distinguieron del control. La linea en el extremo de la

barra indica la magnitud de la desviacion tipica. Letras distintas indican diferencias significativas.
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De los cuatro compuestos que originaron las mayores respuestas relativas en los machos,
al margen de la trementina (B-pineno, cineol, (+)-a-pineno, (-)-ot-pineno), sélo la respuesta
del B-pineno superd significativamente al estindar (prueba “t”: p= 0,038; n=5). Dicho
compuesto provocé las respuestas relativas de mayor intensidad (128,9 % =+ 21,1; media +

DT) entre todas las sustancias estudiadas. No se encontraron, en cambio, diferencias
significativas entre los cuatro primeros compuestos (Friedman: p=0,326; n=4). El compuesto
que provocd en los machos las respuestas distinguibles del control més bajas fue el y-
terpineno (23,28 % + 24; media + DT). Para las dos hembras las respuestas mayotes se
encontraron frente a los mismos cinco compuesto que los machos, afiadiendo el 3-metil-1-
butanol. Fl (+)-a-pineno provoco las estimulaciones de mayor intensidad (120,66 % + 3,72;
media + DT), mientras que el a-felandreno originé las més débiles (34,11 % £ 19,11; media

+ DT).
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Capitule 1V

En cuanto a las respuestas provocadas por compuestos estructuralmente relacionados, se
encontraron las siguientes situaciones:

©)

d)

El tpo de isémero no tuvo efectos significativos respecto al pineno en los machos
(Friedman: p=0,472; n=4). Tampoco se encontré entre el (Z)-2-hexen-1-ol y el (Z)-
3-hexen-1-ol (Wilcoxon: p=0,593; n=5). Entre las respuestas de los compuestos del
“grupo limoneno” [(+)-limoneno, a.-felandreno, o-terpineno y y-terpineno] tampoco
hubo diferencias significativas (Friedman: p=0,051; n=4). En las hembras no se
puede asegurar la significatividad de las diferencias. .os isémeros y enantiémeros del
pineno provocaron altas respuestas, que decrecian segin cl orden siguiente: (-)-ot-
pineno > (+)-a-pineno > B-pineno. Los dos volatiles de hojas verdes produjeron
respuestas relativas similares (alrededor del 60%). Por altimo, en el grupo relacionado
con el limoneno el orden decreciente de respuestas encontrado (entre el 60 y el 30 %
aproximadamente) fue el siguiente: a-terpineno > o-felandreno (+)-limoneno > y-
terpineno.

Entre los compuestos con analogia respecto al grupo funcional, en el grupo de los
volatiles de hojas verdes hexacarbonados no se encontraron diferencias significativas
en las respuestas de los machos (Friedman: p=0,265; n=3). Tampoco se hallaron
entre el B-mirceno y el ocimeno (tespuestas relativas de alrededor del 60%.
Wilcoxon: p=0,893; n=5). Para las hembras, los dos alcoholes foliares produjeron
respuestas de similar intensidad y mayores que el éster foliar; por otro lado, la
estimulacién del ocimeno superdé a la del B-mirceno (ambas por debajo del 60%0).

El agrupamiento de estos compuestos en funcién de la respuesta relativa provocada se
resume en las tablas IV.11 y IV.12.

Tabla 1V.11. Caracterizacién de los conglomerados formados con las sustancias que provocaron respuestas
distinguibles del control en P. germari. La tipologia de respuestas relativas se ha establecido tomando como
referencia la empleada por Barata (1997): respuesta alta (>80%), respuesta media-alta (60-80 %), respuesta
media-baja (40-60%) y respuesta baja (<40%).

Conglomerados

1 2 3 4
Centro (respuesta en %) 128,90 106,40 59,01 32,80
0,
Machos Rango aprox. (respL.Jesta en %) 128,90 100 a 113 53 a 67 23 a4d4
N° sustancias 1 4 5 6
L Tipoderespuesta . Alta Atta  Media-baja Baja
Centro (respuesta en %) 118,91 92,76 60,14 41,22
9, - - - -
Hembras Rango apro.x, (respuesta en %) 117-121 81-100 58-64 34-48
N° integrantes 2 4 4 6
Tipo de respuesta Alta Alta Media Media-baja a baja
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Capitulo IV

Tabla IV.12. Conglomerados de pertenencia para las sustancias que provocaron respuestas distinguibles del
control en P. germari. Las flechas ligan la distinta ubicacion de un mismo compuesto.

Machos Hembras
Compuesto Conglomerado Distancia al Compuesto Conglomerado Distancia al

centro centro
[Z;—_Pineno 1 0 ~ /((f)-oc—Pineno 1 1,76
ineol 2 5,92 e Cineol 1 1,76
Trementina 2 6,40 Trementina 2 7,25
(-)-a-Pineno 2 3,33 s (O)-o-Pineno 2 1,61
(+)-a-Pineno 2 3,81 \\B-Pineno 2 2,22

a-Felandreno 3 3,18 -Metil-1-butanol 2 11,08
ca-Terpineno 3 6,01 / a-Terpineno 3 3,5
Ocimeno 3 0,68 ;/ Ocimeno 3 0,55
B-Mirceno 3 7,60 Z)-2-hexen-1-ol 3 1,91
(E)-2-hexenal 3 0,90 (Z2)-3-hexen-1-ol 3 2,14
(Z)-2-hexen-1-ol 4 3,11 (E)-2-hexenal 4 7,01
(Z)-3-hexen-1-ol 4 6,07 (2)-3-hexenil acetato 4 5,18
(Z)-3-hexenil acetato 4 11,40 -Felandreno 4 7,11
(+)-Limoneno 4 2,28 \\ (+)-Limoneno 4 2,10
y-Terpineno 4 9,32 R y-Terpineno 4 2,99
3-Metil-1-butanol 4 2,75 -Mirceno 4 3,59

Entre los compuestos que provocaron las estimulaciones mas intensas se formaron
cuatro grupos para cada uno de los sexos. Los dos primeros grupos integraron, tanto en
machos como en hembras, a las cinco sustancias mis estimulantes (3-pineno, cineol, (+)-a-
pineno), (-)-a-pineno y trementina); en este grupo se incluye ademds, para las hembras, el 3-
metil-1-butanol. Mientras que la respuesta relativa media del grupo 1 supera claramente la
respuesta al estdndar en los dos sexos, la del grupo 2 sélo lo hace en el caso de los machos.
En el grupo 3 de ambos sexos coinciden dos sustancias (Q.-terpineno y ocimeno) otiginando
respuestas de tipo medio. Los compuestos GLV quedan englobados entre este grupo y cl
grupo 4, en el cual coinciden para ambos sexos dos compuestos emparentados: limoneno y y-
terpineno. La respuesta relativa en este grupo fue baja para los dos sexos, aunque las hembras
mostraron tendencia hacia valores medios.

La tabla TV.13 muestra las correlaciones entre los compuestos cuya respuesta relativa se
distingui6 significativamente de la inyeccién control en el conjunto de individuos.
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Tabla IV.13. Matriz de correlaciones (R=Rspeaman) entre los compuestos que provocaron respuestas significativamente diferentes al control en P. germar. Cineol=
cineol; pmircen= B-mirceno; 2-hexenal= (E)-2-hexenal; Ocimen= ocimeno; Felandre= a-felandreno; a-terpineno; 3hexeni= (Z)-3-hexenil acetato; 3hexen= (2)-3-hexen-
1-I; Metilbutano= 3-metil-1-butanol; 2hexen= (7)-2-hexen-1-ol.

Boineno Cineol (+lopineno (-apineno Bmircen 2-hexenal Ocimen Felandre oterpinen 3hexenil 3hexen Limoneno Metilbutano 2hexen vterpineno

Bpineno RT 1000 0059 0493 0103 0348 0462 0029 0821 0058 0058 0058 0,147 0754 0,606  -0,588
_______________ N;: &6 6 6 6 6 &5 6 &5 6 6 6 6 6 6 .6
Cinool R : 1,000 -0,319 0074 1069 0462 0377 0410 0638 0754 0754 0,765 0464 0,000 0471
............... N. - 6 6 6 6 5 6 5 6 6 6 6 6 .6 68
(apneno. R T : 1,000 0406 0429 T-4,000% 0679 0,700 0257  -0429 0429  -0,306 0,126 0,000 0,072
_______________ N - - T & 7T 85 1 .5 686 6 1 1 T T T .
Gapineno. R+ : : 1000 0058 0667 0116 0154  -0667 0348 -0145  -0,191 20116 0203 -0.603
............... N, - - - 6 6 5 6 5 6 6 6 6 .68 .8 6
mircen R : : : : 1000 0200 0643 0300  -0600  -0,829* 0,286 0,072 20198 0071 -0342
............... NG - - .7 85 1. . 5 6 6 1 T T T T
o R\ : : : : 1000 "-0800* 0700 0,300 0,400 0700 0,564 0,200 0300 -0,051
-hexenal !
_______________ N - ... .5 5 5 &5 .5 b5 5 .5 .5 5
Ocimen R - : : : : : 1000 0400 0714 0771 0536  -0,198 20270 0321 -0,468
............... N T8 6 & T T T T T
Felandre RU - : : : : : : 1000 0300 04100 0300 0,718 20,300 -0,300  -0,205
............... N:D - . .85 .5 .5 b 5 5 .8 .5
sepnen R : : : . : : - ; 1,000 0,886~ 0,829 0,638 0543 0,143 0,812*
_______________ N - e e . ... 686 & &6 6 6 .6 .68
ahoxen R : : : - : : - ; 1000  0,943% 0522 0,543 0,143 0580
_______________ N e et 06 8 .8 & &
shexen RV - : : . : : : - ) § 1,000 0,775% 0739 0,571 0,685
_______________ N e DT T T T
. RI : : : : : . - ; - . 1,000 0,509 0,342 0,600
Lmenene NI .- : - - : : - : - : 7 7 T 1
Vetibuano R0 - . : : : : : - ; ; . . 1000 0,883  0,809*
_______________ N o T T
R: : : : : : ) ; - - . . . 1,000 0,577
el NL - : : - o : - - : - - 7 7.
yterpineno Ry - i i i i i i i ) ) i ) i i 1,000
N ] ; . - ; ; ) ; - - - - . 7

(). La correlacién es sianificativa al nivel 0.05 (bilateral).
(**). La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilaterai).
(***). La correlacion es significativa al nivel 0,001 (bilateral).
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Capitulo IV

Se encontraron 10 emparejamientos en los que existié correlacion significativa, ésta fue
de signo negativo en tres casos (-0,829<Rspearman<-1) 'y positivo en los demas
(0,775<Rspearman<943). Los compuestos implicados fueron 11: los cuatro GLV; tres del
“grupo limoneno” [(+)-limoneno, a- terpineno y y-terpineno]; dos del “grupo mirceno”
(ocimeno y B-mirceno); el ()-0-pineno y el 3-metil-1-butanol. Destaca, asi mismo, la triple
correlacién positiva entre el o- terpineno, el (Z)-3-hexenil acetato y el (Z)-3-hexen-1-ol.

IV.3.2. Relacion dosis-respuesta de los compuestos volatiles que provocan una
mayor respuesta en Cerambyx welensii Kiister y Prinobius germari Dejean

IV.3.2.1. Aplicacion a C. welensii

La figura IV.5 muestra la variacién de las respuestas netas relativas de EAG respecto a la
concentracién de la mezcla estimulante. Para el cineol, tnico de los compuestos empleados
en este analisis que podia originar a priori respuestas distintas entre sexos, la prueba de Mann-
Whitney no reveld la existencia de tales diferencias para ninguna de las concentraciones
analizadas (p>0,1). Por lo tanto el anilisis se continué uniendo los datos correspondientes a
los dos sexos.

Figura IV.5. Relacion dosis-respuesta para la estimulacion relativa media (+ 95% intervalo de confianza, n=4-5)
provocada en Cerambyx welensii por cineol, B-pineno, (E)-2 hexenal y trementina. Estimulo estandar: (E)-2
hexenal 1:1 (v/v) en hexano.
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La lectura a grandes rasgos muestra una fuerte dependencia dosis-respuesta para los
cuatro compuestos, asi como la ausencia de respuestas detectables para la dosis 1:10.000; por
lo que se podria establecer como umbral de deteccién la concentracién 1:1.000. Por otro
lado, las respuestas continuaron aumentando hasta la mayor de las mayores concentraciones
probadas. Las respuestas mas altas se obtuvieron frente al cineol en todas las
concentraciones, mientras que los valores mas bajos se registraron para el (E)-2-hexenal hasta
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la dosis 1:100, y a partir de aqui para la trementina. La observacion conjunta de las pruebas de
Kruskal-Wallis y ANOVA no revel6 diferencias significativas entre compuestos para ninguna
de las dosis estudiadas (p>0,05).

Las diferencias entre compuestos comienzan a destacar para la mezcla 1:100, sobte todo
para el cineol. A partir de esta dosis se aprecia un grado de mejora patejo de las respuestas, en
particular para el beta pineno y el (E)-2-hexenal. Las pruebas de diferencias de medias entre
las respuestas frente concentraciones distintas para el mismo compuesto revelaron un
comportamiento similar para el cineol, trementina y (E)-2 hexenal. Para estas sustancias la
respuesta a dosis de 1:1 difirié significativamente de las demas concentraciones, mientra que
las medias correspondientes a 1:10 y 1:100 no se distinguieron y tampoco lo hicieron las
halladas para 1:10.000, 1:1.000 y 1:100. Para el B-pineno, la respuesta a concentraciones de 1:1
superd significativamente a las demis salvo a la dosis 1:10; mientras que las medias para
1:1.000, 1:100 y 1:10 no se distinguieron significativamente. No se encontrd respuesta
medible para la dosis mas baja en este compuesto (1:10.000).

El Analisis de Regresion Probit efectuado para cada uno de los compuestos y
considerando como umbral de respuesta 20 microvoltios (la precision del software de
medicién) arrojé los tesultados que se muestran en la tabla IV.14.

Tabla IV.14. Concentraciones (v/v en hexano) de cineol, B-pineno, (E)-2-hexenal y trementina, frente a las cuales
distintos porcentajes de poblacion de C. welensii (50, 75 y 90%) presentan respuestas de EAG superiores al
umbral de deteccién de 20 microvoltios.

Ejemplares que superan el

Compuesto umbral de 20 microvoltios Concentracién del

(%) estimulo (viv)
50 1:297
Cineol 75 1:56
90 ________ 1:12
50 1100
B-pineno 75 1:19
S0 1:4
"""""""""""""""" s 132
(E)-2-hexenal 75 1:23
a0 1:17
T T e T 1:186
Trementina 75 1:59
90 1:21

A partir de estos valores, podriamos considerar como concentracion umbral para un
determinado estimulo aquella a partir de la cual més de la mitad de los insectos estudiados
produjeran respuestas netas superiores a 20 microvoltios. Esta concentracién varié entre los
distintos compuestos, obteniéndose la menor para el cineol (alrededor de 1:300 v/v),
mientras que para el (E)-2-hexenal deberfan aplicarse las mezclas estimulantes de mayor
concentracién (alrededor de 1:30). Tres de los cuatro compuestos (cineol, trementina y B-
pineno) resultan detectados a concentraciones de 1:100 e inferiores por la mayoria de los
individuos, mientras que ninguno de los compuestos estimularia un porcentaje importante de
la poblacién a disoluciones cercanas a 1:1000.
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IV.3.2.2. Aplicaciéon a P. germari

En esta especie se produce también una fuerte dependencia dosis-respuesta (fig. IV.6).
Se evidenci6 asimismo que la disolucién 1:100 puede considerarse como umbral de tespuesta,
mientras que las disoluciones mais concentradas originaron respuestas siempre crecientes. Las
respuestas mis altas se obtuvieron en general frente al cineol salvo para la dosis 1:1, en la cual
no superd a la trementina; el B-pineno otiginé las respuestas mas bajas en todos los casos. El
anélisis conjunto de los resultados de las pruebas de Kruskal-Wallis y ANOVA no reveld
diferencias significativas entre compuestos para ninguna de las dosis estudiadas (p>0,05). En
cambio, para cada compuesto, las respuestas medias a dosis distintas se comportaron de
manera diferente (fig. IV.6).

Figura IV.6. Relacion dosis-respuesta en P. germari, con intervalo de confianza al 95%, frente al cineol, a-pineno,
trementina y p-pineno. Para cada compuesto, letras distintas indican diferencias significativas.
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El Anilisis de Regresién Probit efectuado para cada uno de los compuestos y el umbzal
de respuesta de 20 microvoltios (tabla IV.15), muestra que para que la detecciéon pueda
considerarse generalizada entre la poblacién las disoluciones no deberian empobrecerse mas
alld del 1:15-1:30 aproximadamente. La trementina y el cineol serfan, por este orden, los
compuestos detectados por mas del 50% de los individuos a partir de disoluciones menos
concentradas; mientras que el B-pineno precisaria en todo caso las concentraciones mis altas.
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Tabla 1V.15. Concentraciones (v/v en hexano) de cineol, B-pineno, (E)-2-hexenal y trementina, frente a las cuales
distintos porcentajes de poblacion de P. gerrnari (60, 75 y 90%) presentan respuestas de EAG superiores al
umbral de deteccién de 20 microvoltios.

Ejemplares que superan el Concentraciéon
Compuesto umbral de 20 microvoltios del estimulo

(%) (viv)

50 1:27

Cineol 75 1:13

90 1.6
"""""""""""""""" 50 112

B-pineno 75 1:8

90 1.7
""""""""""""" so 116

(-)a-pineno 75 1:11

90 1:8
"""""""""""""""" 50 132

Trementina 75 1:13

90 1:6
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iV.4. Discusion

IV.4.1. Las sustancias mas estimulantes para C. welensii y P. germari, y su
relacion con Q. dexy Q. suber

Esta es la primera vez, hasta donde conocemos, que se caracteriza la respuesta de EAG
de Cerambyx welensii y Prinobins germari, los dos principales insectos xil6fagos del género Quercus
en Andalucia Occidental, frente a volatiles de origen vegetal. Se ha encontrado que ambas
especies responden olfativamente de manera significativa ante un amplio abanico de
compuestos caracteristicos de la emisién tanto de hospedantes como de no hospedantes (al
menos 20 patra la primera especie y 16 para la segunda; tabla IV.16). La mayoria de estos
compuestos son monoterpenos emitidos por via foliar, pero también hay volétiles de hojas
verdes (GLV), un alcohol alifitico (3-metil-1-butanol) y, para C. welnsi, un acido no
terpénico (dcido acético). Se ha encontrado, asi mismo, respuesta en ambas especies frente la
esencia de trementina, mezcla de monoterpenos en la cual suelen dominar, en este orden, el
o-pineno y el B-pineno.

Tabla IV.16. Clasificacién ordinal comparada entre las respuestas relativas de EAG de C. welensii y P. germari
frente a sus principales estimulantes, y la encontrada para los mismos en Phoracantha semipunctata y
Otiorhynchus sulcatus.

Clasificacién ordinal de la respuesta relativa indice Organo . .
Compuesto C. welensii P.germari P.semipunctata* O. sulcatus® Kovats en?isor Especie emisora
Monoterpenos
(1R)-(+)-=-Pineno 9 3 5 7 920 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec,
(18)-(-)-«-Pineno 5 4 5 6 920 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
B-Pineno 4 1 4 8 985 H Qi, Qs, Pr, Eg, Ec
(R)-(+)-Limoneno 13 16 7 10 ~ 1016 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
a-Terpineno 11 9 9 14 1020 H Qi, Pr, Eg, Ec
y-Terpineno 16 16 - 15 1058 H Qi, Pr, Eg, Ec
Ocimeno 17 7 - 11 ~ 1035 H Qi, Pp, Pr, Eg, Ec
a-Felandreno 8 10 8 12 1009 H Qi, Ec, Pr
B-Mirceno 14 6 12 13 ~ 990 H Qi, Qs, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
p-Cimeno 18 - 13 - 1025 H Qi,Pr, Eg, Ec
Trementina 2 5 - - <1000 C,H Pinus spp.
Alcoholes monoterpénicos
Linalol 15 - 10 3 1085 H Qi, Pp, Ph, Pr, Eg, Ec
Cineol 1 2 6 5 1015 H Pp, Pr, Eg, Ec, Qi
Terpineol 19 - - 4 1289 H Pp, Qi
“GLV”
(2)-3-hexen-1-ol 7 12 3 1 ~ 844 C, H Qi, Pr, Eg, Ec
(Z)-3-hexenil acetato 12 13 14 9 988 H Pr, Eg, Ec
(E)-2-hexenal 3 8 1 2 826 H Ubicuo
(2)-2-hexen-1-ol 6 14 1 - 844 H Eg, Ec
Otros compuestos
3-Metil-1-butanol 10 11 2 - 736 Cc Qs
Acido acético 20 - - - 710 H Qi, Pp

(*). Estandar (E)-2-hexenal. Concentraciones de estimulacion de 10° ppm (Barata et al. 2000).
(#). Estandar (2)-3-hexenol. Concentraciones de estimulacion de 1:100 (Van Tol y Visser 2002).
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Es habitual en este tipo de estudios concentrar la atencién sobre los volatiles mas
estimulantes (segn la tipologia de Barata 1997, aquellos de repuesta relativa >80%). Esto es
debido al riesgo de que en una respuesta de baja intensidad (valor relativo infetior al 60%)
pueda existir una alta contribucién de receptores olfativos adaptados para responder frente a
estructuras quimicas relacionadas, en lugar de ser el propio compuesto analizado el
responsable (Barata 1997). Bajo este planteamiento, hemos encontrado nueve compuestos
muy estimulantes para C. welensii entre el abanico de volatiles estudiados; y seis para P. germars.
Las respuestas més intensas en la primera especie las provocaron, en orden decreciente, los
siguientes compuestos: cineol, trementina, (k)-2-hexenal, $-pineno y (-)-a-pineno, (£)-2-
hexen-1-ol, (Z)-3-hexcn-1-ol, a-felandreno y (+)-a-pineno. En el caso de P. germarz, fueron:
B-pineno, (+)-a-pineno, cineol, (-)-o.-pineno, trementina y 3-metil-1-butanol.

Considerando los principales volatiles foliares emitidos por Q. Zlex y Q. suber (0-pineno,
B-pineno, mitceno, sabineno y limoneno; en orden decreciente de importancia. Tabla IV.1,
pagina 129), se encuentra que ambos xiléfagos detectan con intensidad cuatro de las cinco
sustancias emitidas en mayor cantidad por ambas fagiccas. Dos de estas sustancias (0t-pineno
y B-pineno), que son emitidas por Q. ilex y . suber a tasas muy elevadas (tablas IV.17 y
IV.18), son percibidas con intensidades relativas altas (>80%) por los dos cerambicidos.
También son detectadas por ambas especies, aunque de forma mas discreta, isomeros del
mirceno y limoneno. El sabineno resulté el tnico volatil con emisiones relevantes en estas
especies que no provocd respuesta significativa en ninguno de los dos insectos.

Tabla 1V.17. Tasas superiores de emision de isopreno y global de monoterpenos 1g*g” peso seco*n") para los
principales hospedantes de C. welensii y P. germari (Q. ilex y Q. suber), otros hospedantes secundarios asi
como especies no hospedantes (a partir de Kesselmeier y Staudt 1999 y Staudt et al. 2004). Los valores
separados por guiones para un mismo género indican variacion entre especies.

Especie Isopreno Monoterpenos”*
Hospedante Q. ilex <0,2* 58
principal Q. suber <0,1* 415
""""""""""" Pistacia spp.* - 0419
Ceratonia siliqua** - <3
Morus spp.* - 1,6
2:?523:2? Populus spp.* 37-146 0-4,6
Salix spp.” 12,5-115 0-0,33
Q. pyrenaica** 59 0,3
Platanus spp.*™ 10,9-27.5 -
Eucalyptus globulus 57 9,2
Pinus pinea - 15
No hospedante Pinus halepensis - 1
Juniperus spp. <0,08 0,77-0,96
Olea europaea - 0.5

(*). Citados exclusivamente para P. germari.

(**). Citados exclusivamente para C. welensii. La correspondiente a Q. pyrenaica
procede de observacion propia.

("). Emisiones que pueden deberse a hibridaciones con otras especies tipicamente
emisoras de isopreno, como Q. canariensis ( Staudt et al. 2004).

(”). En su mayoria, a-pineno, B-pineno, mirceno, sabineno y limoneno.
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Tabla IV.18. Tasas de emisién comparadas (ug*g”" peso secc*h™') de a-pineno y B-pineno para diferentes especies
hospedantes y no hospedantes de C. welensii y P.gerrnari (segun la recopilacion de Mannschreck et al. 2002).

Especie Tasa infe(r);oF:I r'll'ear;: superior Tasa infeni'sic)‘:I n‘?’::a superior
Quercus ilex 54 53,2 5 5
Quercus coccifera 7.9 79 7.5 7.5
Quercus petraea 0 0.1 0 0,3
Fagus sylvatica 0 0,1 0,1 0,1
Eucalyptus globulus 0,1 1,2 0,1 0,1
Pinus sylvestris 0,7 11 0 0,1
Betula pendula 0 0.1 - -
P. halepensis y P. pinaster 0 0,1 - -
Cupressus sempervirens 0 0,1 - -

Las respuestas de EAG mis altas en C. welensii y P. germari se producen, pues, frente a un
pequeifio grupo de monotetpenos ampliamente conocidos y que son, ademés, emitidos por Q.
ilex y Q. suber en cantidades consideradas de las mads altas entre las especies emisoras de
monoterpenos; en patticular, entre lefiosas mediterrdneas que los acompafian frecuentemente
(Kesselmeier y Staudt 1999; Owen ez 2/ 2002; Staudt ez a/. 2004).

IV.4.2. Una hipétesis para la seleccién de hospedantes por C. welensiiy P. germari
a partir de estimulos olfativos

Una hipétesis sobre la participacién de compuestos volitiles en la localizacion de
hospedantes pot C. welensii y P. germari deberia considerar tres elementos clave: 1) los volatiles
detectados con mayor intensidad desempefian un papel preponderante; 2) la proporcién en
que son emitidos los cuatro monoterpenos principales de Q. ilex y Q. suber que son detectados
olfativamente por los dos cerambicidos (ot-pineno, B-pineno, limoneno y mirceno) inducen
una discriminacién positiva; y 3) la referencia olfativa que supone la deteccidén, especialmente
por las hembras, de volitiles ausentes de sus principales hospedantes o bien poco frecuentes
en los mismos, como el cineol, la trementina y, tal vez, el (E)-2-hexenal, representa una
discriminacién negativa.

La magnitud orientativa de la emisiéon de volatiles a partir de ejemplares de Q. zkex de
distinto tamafio, se estima en los valores que se recogen en la tabla IV.19. Para ello se ha
considerado una tasa de emisién media de ~0,05 nmol*m2*s-! para el intervalo de 20.00 a
22.00 horas, y =0,015 nmol*m2*s! a partir de las 22.00 horas (Niinemets ¢f a/ 2002). La
superficie foliar media empleada ha sido la obtenida considerando un Indice de Area Foliar
(LAT) de 3,73 m?/m%cobertura (valor medio entre los 2,96 de Joffre ez @/ 1996 y los 4,5 de Cutini
2002). La cobertura de copa segun la circunferencia del arbolado se obtuvo a partir de
Montoya (1993).
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Tabla IV.19. Emision de a-pineno y B-pineno estimada para un ejemplar de Q. ifex en funcion de su tamafio. CN=
circunferencia a la altura de 1,30 m; Cob.= cobertura de la copa; SFE= superficie foliar estimada.

CN Cob. SFE Earbol (umolfh) Earme (Mmg/h)
(cm) 2 2
(m%) (Mm% 2000nh-22.00h >22,00h  20.00h-22.00h > 22,00 h
45-59 16 59,68 10,74 3,22 1,46 0,44
120134 66 246,18 44,31 13,29 6,04 1,81
210-224 159 593,07 106,75 32,03 14,54 4,36

Estas tasas de emisién, sobre todo las correspondientes a los arboles mas grandes y antes
de anochecer, son totalmente comparables a las tasas de liberacién empleadas usualmente en
las trampas cebadas para la atraccién de cerambicidos xiléfagos, como los del género
Monochamus. Asi, para trampas cebadas con o-pineno, el rango de liberacion estd
comprendido entre 6,25 mg/h (De Groot y Nott 2004) y ~87,5 mg/h (Allison ef a/ 2001;
Pajares e al. 2004).

La elevada tasa de emisién observada en Q. ilex —y esperable, asi mismo, en Q. suber- para
compuestos que provocan respuestas olfativas intensas, sirve de apoyo 2 la idea de que los
principales volatiles de encina y alcornoque desempefian algin tipo de papel en la seleccion
de estas dos especies como principales hospedantes por C. welnsii y P. germari. Esto resulta
especialmente interesante si se considera que dos de estos compuestos (G-pineno y [3-
pineno), que estin entre los percibidos con las mayores intensidades, resultan comunes a una
amplia variedad de especies, tanto gimnospermas como angiospermas (Zhang y Schlyter
2004). Por lo tanto es muy probable que la caracterizacion olfativa de las principales especies
hospedantes precise, de cara a la seleccién por estos insectos, de la participaciéon de otros
compuestos con presencia mis discreta (volatiles secundarios), pero que resulten detectados
con cierta intensidad pot los insectos, como podtia ser el caso del a-felandreno.

Por otra parte, entre los compuestos mas estimulantes para los dos cerambicidos tesultan
destacables, segin se reflejé en el apartado antetior, el cineol —en especial considerando la
respuesta de las hembras de C. weknsi-, la trementina y el (E)-2-hexenal (aunque éste so6lo
present6 relevancia para dicha especie). El cineol es uno de los principales volitiles de
E.globulus, E. camaldulensis y P. pinea (Barata 1997; Sabillén 2002); la trementina es una mezcla
de monoterpenos procedente de resina de pinos, ptincipalmente o-pineno y B-pineno; y el
(E)-2-hexenal es, como ya se ha comentado, un compuesto GLV considerado “ubicuo® entre
las plantas. Este compuesto ha provocado respuestas considerables en nuestras especies y en
otros insectos, tanto emparentados como alejados taxonémicamente, como los cerambicidos
Arhopalus tristis y Phoracantha semipunctata y los pulgones Myzus persicae y Aphis fabae.

Tanto el cineol como la trementina podtian ser detectados a las concentraciones mas
bajas por mas del 50% de la poblaciéon de C. welensiz 'y P. germari. Estas concentraciones
vatiaron segun la especie, resultando 1:300 el umbral para el cineol y 1:190 para la trementina
en la primera; mientras que para P. germari la concentracién de ambas sustancias no deberia
bajar de 1:30 aproximadamente. Respecto al (E)-2-hexenal, su deteccién con respuestas
elevadas podtia indicar su contribucién, junto a otros volétiles considerados ubicuos y no
identificados en las especies hospedantes tipicas, a discriminar entre mezclas de olores de
encina y alcornoque y los de otras plantas, tal y como apunta Barata (1997) en relacién a la
deteccién de este compuesto por P. semzipunctata.
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En este punto, es interesante reflexionar brevemente sobre la relevancia de la deteccion
olfativa de la esencia de trementina, cn relacién con la importancia relativa de los compuestos
que la constituyen. Los dos principales integrantes de la trementina (ot-pineno y p-pineno) se
presentan en dicha sustancia en proporciones que podriamos estimar en un 65% y 21%
respectivamente (siguiendo a Pajares ¢z a/. 2004). Las concentraciones equivalentes de estos
compuestos cn una inyeccién de trementina al 1:1 (v/v) en hexano setfan 1:1,5 y 1:5, para o-
pineno y B-pineno respectivamente. Considerando los resultados del analisis dosis-respuesta
obtenidos para el B-pineno en C. welknsii, y suponiendo una evolucién similar para el a-
pineno a partir de la respuesta frente a la dosis 1:1 del enantiémero (-), las respuestas relativas
“individualizadas” para dichos compuestos a estas concentraciones se estimarian en =82% y
~65% respectivamente (figura IV.7).

Figura IV.7. Detalle de la representacion logaritmica, entre las concentraciones 1:100 y 1:1, de la relacion dosis-
respuesta para el B-pineno y el a-pineno en C. welensii. Las flechas indican las respuestas estimadas para las
concentraciones 1:1,5 de B-pineno y 1:5 de a-pineno.
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Estas respuestas son inferiores a las obtenidas frente a la trementina en C. welensii (>102
%). Por lo tanto, se refuerza la hipdtesis de que la combinacion de estos constituyentes es tal
que la respuesta de EAG frente a la trementina podria indicar una discriminacién olfativa de
especies resinosas, en este caso el género Pinus. Esta idea estd en consonancia con las
consideraciones de Langenheim (1994), en el sentido de que ciertas mezclas de terpenoides,
como los presentes en la resina, caracterizan determinados tipos de vegetacién; y también con
la sugerencia de la existencia de sinergismos respecto a la deteccién olfativa de mezclas de

volatiles (Metcalf y Metcalf 1992).

Haremos una breve referencia, a continuacién, a la percepcién olfativa segun el sexo.
Para la mayoria de las sustancias estudiadas, la respuesta olfativa fue mayor en las hembras
que en los machos de ambos cerambicidos. Sin embargo, respecto a los principales
estimulantes, s6lo en la especie C. wekensii y respecto a dos sustancias (cineol y ocimeno) las
diferencias fueron significativas. Es de destacar que, para dicha especie, uno de los estimulos
mas intensos y que fue de los pocos para los cuales la respuesta de los machos superd a la de
las hembras resultd precisamente el estandar (E)-2-hexenal (como ya se encontrd en el
capitulo III). Tras la revisién efectuada por Zhang y Schlyter (2004), no se encontraron
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referencias sobre la existencia de respuestas de EAG significativamente diferentes entre sexos
frente a volitiles de no hospedantes. En caso de poder considerarse al cineol en estos
términos, la especie C. welensiz seria la primera para la cual se cita la existencia de tal diferencia
de respuestas entre sexos.

Tampoco se encontraron respuestas distinguibles entre las hembras de C. welnsii que
habian ovipositado antes del estudio de EAG vy las que ovipositaron después. Esto indica que
la capacidad de deteccién tras la oviposicién no se ve mermada, lo cual resulta congruente
con las observaciones efectuadas en laboratorio sobtre las hembras capturadas, las cuales
llevaban a cabo puestas intermitentes que llegaron a prolongarse durante mas de 20 dias.

En P. germari no se encontraron indicios de diferencias de respuesta entre sexos para
ninguna de las sustancias que provocaron estimulaciones significativas. No obstante, el
estudio de cada sexo por separado en esta especie resulta 1util para entender mejor su
comportamiento olfativo, especialmente considerando el escaso nuimero de hembras
estudiado. Esto se debe al distinto comportamiento aparente de ambos sexos en relacién a los
desplazamientos, mostrandose las hembras mas moviles que los machos (Lopez ez al 2004).

Estos resultados apuntan, salvo en relacién con los dos volatiles citados, hacia la no
especificidad sexual de la localizacién de hospedantes por las dos especies a partir de
estimulos olfativos; aunque para P. germars esta cuestiéon debe ser estudiada con mais detalle.
La variacién del comportamiento olfativo segiin el sexo depende de la especie y, como hemos
visto, del tipo de sustancia; y puede ser distinto entre insectos que comparten hospedantes
para la puesta e incluso para la alimentacién. Esto se ilustra claramente a partir del
comportamiento de los cerambicidos Demonas transilis y_Anaghptus subfasciatus, para los cuales
las respuestas de machos y hembras, respectivamente, superaron significativamente a las del
otro sexo (Tkeda et a/ 1993). En el género Monochamus, tres especies (M. scutellatus, M. notatus 'y
M. obtusus) fueron atraidas hacia el mismo tipo de trampa cebada con volitiles procedentes de
sus hospedantes, sin que hubiera diferencias significativas entre sexos; en cambio, la atraccioén
hacia dichas trampas en M. clamator resultd superior para los machos que para las hembras
(Allison ez al. 2001).

IV.4.3. La influencia de la variacion diaria de la emisiéon por Q. dexy Q. suberen
la percepcion olfativa de C. welensiiy P. germari

En nuestras observaciones de campo las visitas comenzaban generalmente entre las
21:00 y las 21:30h, encontrandose ya cjemplares de C. welensit plenamente activos (actitudes de
vuelo y cépula). Cuando se efectudé alguna visita en horas mas tempranas también se
encontraron adultos activos (20:15h, julio de 2002). En cambio, para P. germari el inicio de la
~actividad se observé algo mas tarde, a partir de las 21:30h, aunque el peculiar
comportamiento “sedentario” de los machos observado en el campo y recogido por Lépez y
colaboradores (2004), junto a la dificultad de observar hembras, dificultan el establecimiento
preciso del momento de inicio de la actividad diaria de esta especie, sobre todo para éstas
Gltimas.

El inicio del periodo de actividad diario de estos insectos hace necesatio, pues,
reflexionar acerca de un aspecto importantc en la emisién de volatiles por las dos principales
espectes hospedantes: la variacién diaria de la emisidn. Tras los estudios mencionados al
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respecto en la introduccién de este capitulo, consideramos de mas probable generalizacion los
resultados de Niinemets y colaboradores (2002), junto a los de Owen y colaboradores (2002).
Segun dichos resultados, Q. #kx, y probablemente también Q. suber, contindan emitiendo
terpenos durante la noche, pero a una tasa mucho mas baja que durante el dia. A pesar de la
importancia de esta consideracién, dicha variacion no ha sido tenido en cuenta al estudiar
otros cerambicidos de habitos similares, como P. semzpunctata o Arhopalus tristis.

Dada la alta reactividad en la atmoésfera que se atribuye a este tipo de volatiles, y puesto
que sabemos que hay una fuette variacién dia-noche en su emisién, resulta interesante
conocer si la persistencia de estos compuestos también depende del momento del dia. En
este sentido, Kesselmeier y Staudt (1999) hacen una recopilacién de los resultados de varios
investigadores acerca de la vida media en la atmésfera de los principales monoterpenos; un
extracto de esta informacién se resume en la tabla IV.20.

Tabla IV.20. Comparacién de la vida media de algunos monoterpenos emitidos por Q. ifex y Q. suber y que
provocaron respuesta de EAG en C. welensii y P. germari (a partir de Kesselmeier y Staudt 1999).

Persistencia media
Compuesto

Dia Noche
a-pineno y B-pineno 2-3 horas 5-30 minutos
limoneno y mirceno 40-80 minutos 5-20 minutos

a-felandreno 15-20 minutos <1 minuto
a-terpineno <5 minutos <2 minutos

Ia permanencia de los dos isémeros del pineno es la mayor tanto de dia como de noche,
no superando la media hora en este dlumo caso. Esta informacién, unida al descenso
nocturno de la emisién, hace que podamos suponer que para el intervalo de tiempo que
podriamos estimar entre las 21.00 y las 22.00 horas, cuando ya se va incrementando la
actividad de ambos cerambicidos, la presencia en el aire de terpenos procedentes tanto de
encina como de alcornoque se encuentre en sus niveles mas bajos, o bien préxima a ellos. La
consecuencia de esta situacion es que si los prncipales volatles de Q. iex v Q. suber
condicionaran el comportamiento olfativo de algiin insecto, estos deberian haber desarrollado
una alta capacidad de percepcién de dichas sustancias. Y esto es lo que sucede, precisamente,
para C. welensii 'y P. germari en relacién a los volatiles a-pineno y B-pineno.

Observando la tabla IV.20, podriamos aplicar el anterior razonamiento también al
mirceno y limoneno, aunque con mas precauciéon dada la menor intensidad con que son
detectados. De ellos, el limoneno patrece presentar unas caracteristicas de emisién tales que
aconsejan no despreciar su posible relevancia. Asi, Owen y colaboradores (2002) encontraron
que para el ejemplar de Quercus spp. estudiado (hipotéticamente Q) s#ber) su emisidén nocturna
de limoneno pasé de 56,6 ug* glpeso seco ¥*h! durante el dfa a 2,37 de noche. Esta tasa de
emisién nocturna resulta elevada en comparacién a la del a-pineno (que pasé de 2,32 durante
el dia a 0,04 de noche). Pefiuelas y Llusia (1999) encontraron que en primavera y verano el
limoneno fue el monoterpeno emitido en mayor cantidad por la encina.

La especie no hospedantes IZ. globulus emite monoterpenos de noche (Harrison ez
al1997). En P. pinea parece que la emisién de terpenos (entre otros: o-pineno, f-pineno,
sabineno, limoneno y mirceno) continda también de noche, aunque a tasas reducidas respecto
a la emistén diurna (reduccién del 48-58% para el total de terpenos; del 28 a >66% para el a-
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pineno, y 16% para el B-pineno y limoneno); en cambio, el linalol, cineol y trans-f-ocimeno
parecen ser emitidos sélo bajo luz (Kesselmeier ¢z 4/ 1997; Staud ez 4/ 1997). También se
pueden encontrar de noche en los encinares y alcornocales uno o varios de estos
monoterpenos, entre otros, emitidos en distinta medida por especies tipicamente
acomparfantes, como Cistus monspeliensis, C. tncanus 'y C. salvifolius, Thymus vulgaris, Rosmarinus
officinalis y Lavandula stoechas (Owen et al. 2002).

Nos hallamos entonces en la situacioén siguiente: en el intervalo de tiempo durante el cual
se inicia e incrementa la actividad de C. welensiz y P. germari, la emision de los principales
monoterpenos de encina y alcornoque (detectados con fuerza por los dos insectos) esta
disminuyendo. A partir de este momento su concentracién en el aire que rodea a encinas y
alcornoques deberfa ser baja. Pero continuaria la emisién de estos compuestos, también a
bajas tasas, por parte de especies que no son hospedantes potenciales. Algunas de estas
especies emiten en cantidades relevantes, ademas, volatiles no habituales en nuestras fagaceas
(como el cineol o el p-cimeno procedentes de Excalhprus spp.); o bien, aunque a tasas mas
discretas, sustancias como el ocimeno (por Pinus spp.) o el a-felandreno (por Pinas spp. y
Eucalyptus spp.). También se produciria emisidon de volatiles a partir de mezclas, como la
trementina de Pinus spp. En todo caso, todas estas sustancias son claramente detectadas por
los dos cerambicidos.

Considerando estas reflexiones, la selecciéon de hospedantes a partir de estimulos
olfativos resultaria mas ventajosa si se produjera antes de que la emisidn disminuyera hasta su
tasa mas baja; por lo tanto habria de producirse preferentemente en uno de estos dos
momentos: 1) durante el inicio de la actividad diaria de los insectos, es decir en las daltimas
horas de la tarde; 2) o bien en las primeras horas de la madrugada, cuando se reanuda de
nuevo la emisién (si bien, este momento se ajusta peor a la biologia de estas especies). Ya
durante la noche, tal vez las bajas tasas de emisiéon de encinas y alcornoques no permitan la
selecci6bn de hospedantes a distancia; pero estas emisiones, unidas a las de las especies que
constituyen sus cortejos habituales, podrian conformar un espectro olfativo diferenciador de
un hébitat que los dos cerambicidos no deberian abandonar, si es que no quieren ver
dificultada la biasqueda de hospedantes adecuados.

IV.4.4. La estimulacion olfativa de C. welensii y P. germari, y los perfiles de
emision de Q. flex y Q. suber

En la introduccién al presente capitulo sefialdbamos la marcada diferencia que se
encuentra, tanto en Q. z/x como en Q. suber, en razdn al perfil tipico de emisién de ejemplares
distintos (Staudt e 2/. 2001a y 2004). A continuacién, vamos a relacionar tal diferencia con el
conocimiento de la respuesta olfativa de los insectos respecto a los compuestos que
caracterizan dichos perfiles. Junto al grupo de compuestos que provocaron “altas respuestas
relativas” en C. welnsii, el agrupamiento en conglomerados determiné que el (+)-limoneno y
el o-tetpineno se clasificaran como “respuestas medias”; los compuestos del “grupo
mirceno” provocaron en gencral respuestas bajas. En P. germarz, el ocimeno y el a-terpineno
provocaron respuestas medias en ambos sexos (tendentes a bajas en los machos, los cuales
responden también al B-mirceno con valores medios); el (+)-limoneno estimulé poco tanto a
machos como a hembras.
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La variabilidad de emisién entre ejemplares para ambos hospedantes se refleja, pues, en
una respuesta olfativa diferenciada de C. welensii y P. germari. De este modo, se podria
establecer una gradacién del arbolado, ya sean encinas o alcornoques, en funcion del interés
que sus emisiones despiertan para el olfato de estos insectos; aunque no podemos aventurar
adn si, finalmente, dicho interés se traducitia en una discriminacién positiva o negativa, o bien
si puede vincularse a ciertos estados fisiolégicos de los arboles. Para C. welensiz, el interés por
los ejemplares se clasificaria, en orden decreciente, como sigue: ejemplares con petfil de
emisién tipo pineno > cjemplares tipo limoneno > ejemplares tipo mirceno. En P. germars, el
mayor interés lo suscitarian también los ejemplares de perfil tipo pineno, pero los otros
petfiles mostratian un interés difuso, ya que las hembras parecen mostrar bajo interés tanto
por ejemplares “tipo limoneno” como de “tipo mirceno”; en cambio, entre ambos petfiles,
los machos se interesan mas por el tipo mirceno.

IV.4.5. La posibilidad de seleccion de ejemplares adecuados en las especies
hospedantes, a partir de la orientacién olfativa

Consideremos ahora la situacién segin la cual nuestros cerambicidos de interés
consiguieran centrar su atencién sobre una determinada especie potencialmente hospedante.
Y tengamos en cuenta las grandes dimensiones de estos insectos, sus habitos nocturnos asi
como la corta vida adulta de que disponen para afrontar la época reproductiva. En estas
circunstancias esti justificado pensar que estos cerambicidos hayan desarrollado la destreza
suficiente para identificar con cierta precisién los ejemplares mas adecuados para refugiarse, o
que presenten presumiblemente las mejores condiciones para el desarrollo de sus larvas.

Las mismas razones congregatian en dichos irboles a otros individuos, por lo que se
facilitaria el encuentro sexual. Este tipo de razonamientos ha sido formulado con frecuencia
(Byers 1995, Hanks 1999; Dickens 2000 y Allison ef 2/ 2004). Es tradicional la consideracion
de la preferencia de C. welensii y P. germari por los arboles mas viejos y dafiados. Los trabajos
de Lépez y colaboradores (2004) pusieron de relieve que este tipo de arboles no sélo eran los
mis frecuentados por los adultos, sino que también en ellos resulté mas probable la presencia
de hembras y los fenémenos de agregacién local.

Las limitaciones hidricas frecuentes en los ecosistemas mediterraneos afectan al
crecimiento y la actividad fisiologica de las plantas, viéndose afectada entonces la sintesis de
volitiles y disminuyendo, en consecuencia, su emisiéon. Los factores climiticos y edéficos, asi
como el estrés inducido por dafios de tipo mecanico o por herbivoros y patégenos, pueden
influir en la produccién adicional o bien en altas reducciones en la emisién de volatiles
(Kesselmeier y Staudt 1999; Staudt ¢/ 44 2003). Dado el vinculo entre la emisién de volatiles y
las condiciones en que vegeta el arbolado, para insectos que empleen el olfato en la basqueda
de hospedantes, ciertas modificaciones en la emisidén respecto a las fasas y composicién
habituales podtian reflejar cambios en el estado fisiologico de las plantas.

En este sentido, podriamos plantear que un perfil de emisiéon que estimula con cierta
intensidad el olfato de nuestros dos cerambicidos, como el perfil tipo pineno, mantendria
aquellos 4rboles que lo presentaran en su 6rbita de interés. Por otra parte, ciertas alteraciones
en la fisiologia del 4rbol podrian inducir una eventual disminucién de la tasa de emision de los

compuesto que caracterizan este perfil, hasta alcanzar ciertos valores “umbral”, junto con la
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aparicién -o la adquisicion de mayor relevancia- de volétiles secundarios. Y setia una cuestion
interesante de cara a posteriores estudios, comprobar si tales cambios en el perfil olfativo
podrian revelar que las condiciones fisiolégicas de los drboles son tales que los mismos
pudieran resultar hospedantes adecuados.

Condiciones de estrés pot altas temperaturas y baja humedad dificultan la produccién de
terpenos en (. iex (Llusia y Pefiuelas 1999). La reduccién del factor de emision de
monoterpenos en esta especie bajo estrés hidrico estival llega a ser de un 25% (Staudt e# 4.
2002). Por otro lado, la baja humedad y una prolongada exposicion a la luz favorecen la
emisién de ocimeno e inducen la emisién de linalol (Loreto ¢f /. 1996b). La importancia de la
variaciéon de la tasa de emisién entre ejemplares en (. ilkx y su relacidn con estos
cerambicidos se acentia al considerar los resultados de Bertin y colaboradores (1997), segin
quienes la variacion intraespecifica méaxima de la tasa de emision (alrededor del 19%) se
produce precisamente durante la tarde.

Una situacién parecida se produce con Phoracantha semipunctata. Para este cerambicido se
encontrd diferencia de atraccion por parte de drboles distintos, en este caso correspondientes
a varias especies de Ewcalyptus, algunas de ellas poco preferidas a priori por el insecto. Esta
diferencia se vinculé con variaciones cuantitativas en la produccién de ciertos compuestos
que generaron altas respuestas de EAG, y se encontraban en las mezclas de volitiles
procedentes de los arboles (Barata 1997).

La orientacién de las hembras del cerambicido xilofago Hyltrupes bajulus se ve influida
por monotetpenos, cspecialmente a-pineno (Nerg e¢f 4/ 2004). Pero la seleccion de lugares
adecuados para la puesta depende mias de la concentracién de monoterpenos individuales en
la madera (como el B-pineno), y especialmente por las proporciones relativas entre algunos de
ellos (relacion B-pineno/o-pineno), que por la concentracién total de monoterpenos en la
misma. En cambio Wallin y Raffa (1999) no encontraron relacién entre la oviposicién de
Monochamus carolinensis y la proporcion de ningn monoterpeno del floema.

Un vinculo interesante entre el debilitamiento del arbolado y los compuestos volatiles lo
muestran los resultados de Wallin y Raffa (1999), quienes indican que dafios directos en un
tejido de la planta, como el causado por una defoliacién, no sélo pueden causar cambios
quimicos en otros tejidos, como el floema, sino que tales cambios pueden ser mayores en el
tejido que no fue directamente afectado. Asi, la proporcion a-pineno/p-pineno en el floema
de P. banksiana decrecié con el aumento de la defoliacién. Se pueden producir, asi mismo,
diferencias en los niveles de emisién de ciertos compuestos entre plantas dafadas
mecénicamente y plantas sanas. Esta cuestion ha sido observada respecto a la emisién de
linalol por plantas de patata (Dickens ez @/ 2000), siendo las tasas de emision superiores en las
plantas dafiadas.
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1V.4.6. Implicaciones de la correlacion entre las respuestas frente a distintos
volatiles

La mayor parte de las correlaciones significativas para C. wekensiz (tabla IV.21), se
presentaron entre compuestos relacionados con el pineno (respuestas altas) y sustancias del
“grupo limoneno” distintas del propio (+)-limoneno, caracterizadas pot provocar respuestas
medias-bajas. También se hallaron correlaciones entre éstas y uno de los compuestos GLV, el
(Z2)-3-hexen-1-ol (que se sabe es emitido por Q. #ex). Por ultimo, es destacable la correlacion
positiva encontrada entre el cineol y la trementina; resultado que se encuentra en la linea de la
hipétesis planteada en anteriores apartados, sobre la vinculacién de estas sustancias con la
disctiminacién negativa de especies no hospedantes.

Tabla IvV.21. Tipo de respuesta y estructura quimica de las sustancias implicadas en las correlaciones
significativas entre las respuestas provocadas en C. welensii. Rsp= Coeficiente de correlacién de Spearman.

Correlacién Tipo de respuesta Estructura Rsp.

cineol <> trementina Alta <> Alta alcohol terpénico <> monoterpenos 0,678
cineol <> (+)-limoneno Alta <> Media-Alta alcohol terpénico <> “grupo limoneno™ 0,620
a-felandreno <> ocimeno Alta <> Media-baja “grupo limoneno” <> “grupo mirceno” 0,783
(-)-c-pineno <> a-terpineno Alta <> Media-alta “grupo pineno” <> “grupo limoneno” 0,697
B-pineno <> p-cimeno Alta <> Media-baja a Baja “grupo pineno” <> "grupo limoneno” 0,720
B-pineno <> acido acético Alta <> Media-baja a Baja “grupo pinenc” <> “acido organico” 0,700
(+)-a-pineno <> ocimeno Alta <> Media-baja “grupo pineno” <> “grupo mirceno” 0,609
(+)-a-pineno <> p-cimeno Alta <> Media-baja a Baja "grupo pineno” <> “grupo limoneno® 0,609
(+)-a-pinenc <> terpineol Alta <> Media-baja a Baja “grupo pineno” <> “grupo limoneno” 0,655
(Z2)-3-hexen-1-ol <> y-terpineno Alta <> Media-baja a Baja GLV <> "grupo limoneno 0,685
(2)-3-hexen-1-ol <> terpineol Alta <> Media-baja a Baja GLV <> “grupo limoneno 0,650
(+)-limoneno <> linalol Media-Alta <> Media-baja a Baja “grupo limoneno” <> “grupo mirceno” 0,644
(+)-limoneno <> p-cimeno Media-Alta <> Media-baja a Baja Ambos del “grupo limoneno” 0,683
y-terpineno <> terpineo! Media-baja a Baja <> Media-baja a Baja Ambos del “grupo limoneno” 0,629
y-terpineno <> 3-mirceno Media-baja a Baja <> Media-baja a Baja  “grupo limoneno” <> “grupo mirceno” 0,615
B-mirceno <> linalol Media-baja a Baja <> Media-baja a Baja Ambos del “grupo mirceno” 0,636
p-cimeno <> acido aceético Media-baja a Baja <> Media-baja a Baja  “grupo limoneno” <> “acido organico” 0,736

En P. germari, por el contrario, las cotrelaciones implicaron en la mayoria de los casos a
compuestos de respuestas relativas medias y bajas (tabla IV.22), con predominio de la
participacién de compuestos GLV (que aparecen en ocho de las diez correlaciones). las
nicas dos sustancias implicadas con altas respuestas fueron el (+)-a-pineno y el 3-metil-1-
butanol (que origind respuestas relativas altas en las hembras pero no en los machos).
Resultan destacables las correlaciones negativas entre el (+)-o-pineno y el (E)-2-hexenal, (E)-
2-hexenal con el ocimeno, y (Z)-3-hexenil acetato con el B-mirceno.

El B-mirceno, dominante en el tercer tipo de perfil presente en la encina, no se
correlacioné en C. welensii con ninguno de los derivados del pineno y tampoco con el (+)-
limoneno. Pero las respuestas a estos dos compuestos si se correlacionaron con las
provocadas por otras sustancias [y-terpineno (“grupo limoneno”) <> [-mirceno, y linalol
(“grupo mirceno”) <> (+)-limoneno]. Algo parecido ocurri6 en P. germari, donde las
respuestas al B-mirceno y al (+)-limoneno aparecieron correlacionadas Unicamente con dos
GLV: (Z)-3-hexenil acetato y (Z)-3-hexen-1-ol respectivamente.
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Tabla IV.22. Tipo de respuesta y estruciura quimica de las sustancias implicadas en las correlaciones
significativas entre las respuestas provocadas en P. germari. Rsp = Coeficiente de correlacion de Spearman.

Correlacién Tipo de respuesta Estructura Resp.
(2)-2-hexen-1-ol <> 3-metil-1-butanol* Media-baja <> Alta* GLV <> alcohol alifatico 0,883
(E)-2-hexenal <> (+)-«-pineno Media-baja <> Alta GLV <> “grupo pineno” -1
(E)-2-hexenal <> ocimeno Media-baja <> Media GLV <> “grupo mirceno” -0,9
(Z)-3-hexen-1-ol <> (+)-limoneno Media-baja <> Baja GLV <> “grupo limoneno” 0,775
(Z)-3-hexen-1-ol <> a-terpineno Media-baja <> Media GLV <> “grupo limoneno” 0,829
(Z)-3-hexen-1-ol <> (Z)-3-hexenil acetato Media-baja <> Baja GLV <> GLV 0,943
(Z)-3-hexenil acetato <> a-terpineno Baja <> Media GLV <> “grupo limoneno” 0,886
(Z)-3-hexenil acetato <> -mirceno Baja <> Media GLV <> “grupo mirceno” -0,829
3-metil-1-butanol *<> y-terpineno Alta* <> Baja alcohol alifatico <> "tipo limoneno” 0,809
a-terpineno <> y-terpineno Media <> Baja “grupo limoneno” <> "grupo limoneno” 0,812

(*). La respuesta frente al 3-metil-1-butanol se considerd aita tomando como referencia la provocada en las hembras.

La existencia de correlaciones significativas entre las respuestas frente a distintas
sustancias plantea una cuestién interesante, de cara a la realizacién de futuros estudios. Esta
serfa la comprobacién de si tales cotrelaciones podtian indicar indirectamente la existencia de
receptores neuronales generalistas en estos insectos. De ser esto asf, volatiles detectados
mediante respuestas de intensidad media o baja pero implicados en correlaciones, en especial
con sustancias que provocan altas respuestas, podrfan adquirir un papel relevante
contribuyendo a completar la configuracién olfativa de la especie emisora, bien per s¢ o en
determinadas circunstancias. Este serfa el caso de sustancias como las que se citan a
continuacién: p-cimeno, OL-terpineno, y-terpineno, terpineol y 4cido acético para C. welensii; y
v-tetpineno, (Z)-2-hexen-1-ol y (E)-2-hexenal para P. germari.

La actividad de receptores neuronales generalistas se ha vinculado con la percepcion de
volatiles involucrados sélo en la localizacién de alimento u hospedante (Wadhams 1992). Este
autor apunta asi mismo que la actividad de este tipo de receptores codifica informacién
olfativa referente a la totalidad de compuestos de una mezcla, mientras que, por un canal de
codificacién diferente, la informacién sobre la presencia relanva de cada compuesto se
obtiene a partit de receptores especialistas. Recientemente se ha propuesto que la deteccién
de numetrosos volatiles por el lepidéptero Rhyacionia frustrana sugiere que sus preferencias, de
cara a la oviposicién, dependen mds de la percepcién de mezclas de compuestos en

proporciones especificas que de la concentraciéon absoluta de semioquimicos individuales
(Asaro ez a/. 2004).

La existencia de receptores no especificos ha sido constatada en P. semzpunctata (Barata et
al. 2002). En la antena de esta especie se encuentran al menos tres tipos de receptores
neuronales: el primero lo componen aquellos que responden especificamente ante una
determinada sustancia (por ejemplo el 3-metil-1-butanol, o bien el (Z)-3-hexen-1-ol); el
segundo tpo estd integrado por receptores capaces de ser estimulados simultineamente por
dos sustancias distintas o relacionadas estructuralmente (por ejemplo, mirceno y limoneno; o
bien (Z)-3-hexen-1-ol y (Z)-2-hexen-1-ol); y el ltimo los constituyen aquellos receptores que
se activan frente a tres o mas sustancias (0-pineno, B-pineno y cineol; o bien a-pineno,
mirceno, limoneno y ocimeno), aunque la estimulacién provocada por cada una puede ser de
distinta intensidad.

170



Capitulo IV

IV.4.7. La deteccién por C. welensii y P. germari de volatiles secundarios de Q.
ilex y Q. suber, y otros caracteristicos de especies no hospedantes

Hasta ahora hemos prestado la mayor atencién a los volitiles que provocaron las
respuestas mis altas, y que se podian asociar con las especies hospedantes (las distintas
formas del pineno), o bien que podrian caracterizar a ciertas no hospedantes (cineol,
trementina). Conviene ahora reflexionar sobre el posible papel que podrian desempefiar otras
sustancias. Resultan particularmente interesantes los compuestos que provocaron respuestas
relativas consideradas altas y, junto a ellos, aquellos cuyas respuestas asociadas estuvieron
implicadas en correlaciones relevantes (bien porque el vinculo se produjo con sustancias que
provocaron altas respuestas, o bien por su signo). Ambos tipos se explicitan en la tabla IV.23
interpretandose su posible influencia sobre el comportamiento de los dos cerambicidos en los
parrafos siguientes.

Tabla IV.23. Volatiles secundarios de Q. ilex y Q. suber y/o de no hospedantes que provocan altas respuestas, o
cuyas respuestas estan implicadas en correlaciones significativas.

. Tipo de volatil
Especie Alta respuesta Implicados en correlaciones
C. welensii a-felandreno, (Z2)-3-hexen-1-ol, o-terpineno, y-terpineno, terpineol, p-cimeno,
: (2)-2-hexen-1-0l, (E)-2-hexenal terpineol, acido acético
P. germari 3_metil-1-butanol y-terpineno, (Z)-2-hexen-1-ol, (E)-2-hexenal,

ocimeno, 3-mirceno

(*). La consideracién de repuesta alta se debe a la intensidad provocada en las hembras.

Entre estas sustancias, las que conforman el denominado “grupo limoneno” y
relacionadas (a-felandreno, p-cimeno, a-terpineno, y-terpineno y terpineol) tienen una
importancia en la emisiéon de Q. dex mayor que la encontrada en algunas especies no
hospedantes, como P. halepensis, P. pinea y P. pinaster. En éstas no han sido detectadas o, caso
de serlo, se presentan en bajas proporciones (Kesselmeier ez a/. 1997; Street ez al. 1997; Staudt
et al. 1997; Barata ef a/ 2000; Owen et al. 2001; Owen e a/. 2002). En otras no hospedantes,
como el género Eucalyprus, la situacién varia segiin el compuesto. Asf, el a-felandreno no ha
sido detectado en E. camaldulensis ni E. globulus (Barata et al. 2000); la emisién de p-cimeno por
E. camaldulensis supera la correspondiente a la encina, mientras que la emisién de ésta resulta
patecida a la de E. globulus. La presencia de o-terpineno fue, en cambio, similar en E.
carmnaldulensis y en Q. ilex, pero mas baja en ésta que en E. globulus. En (). suber tampoco se
detect ninguno de estos cinco compuestos (Owen ef 2/, 2002).

Por lo tanto estas sustancias patecen contribuir a la caracterizacién olfativa de especies
distintas, bien sean hospedantes o no hospedantes. En particular, el a.-felandreno podria estar
muy vinculado a la identificacién de encinas potr C. welensiz. 1a correlacion del p-cimeno y o-
terpineno con sustancias “tipo pineno” también podra indicar su contribucién a la
caracterizacion de Q. ilex; pero un perfil de emisién en el que dominara el p-cimeno podria
indicar inadecuacién como hospedante.

Un caso interesante lo constituye la correlacion B-pineno <> icido acético en C. welensii.
Este acido es emitido en cantidades similares por Q. zlex y P. pinea, y su variacién diaria sigue
un patrén parecido al de los monoterpenos, estando fuertemente condicionada por la
apertura estomatica (Kesselmeier ef 2/ 1997). De esta manera, las condiciones que alteren la
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regulacién estomitica, como el estrés hidrico, limitarfan la emisiéon de este é4cido. Esta
circunstancia, unida a la correlacién apuntada con un volitil tan importante en Q. dex y
Q.suber como el B-pineno, sugiere que su ausencia, o bien la presencia a muy bajas
concentraciones, podtia indicar “situaciéon debilitante” para los ejemplares con el mencionado
petfil, y favorecer entonces la seleccidén de los mismos.

Ya Chararas (1978) apuntaba que los eucaliptos con estrés hidrico eran mas atacados por
P. semipunctata; lo mismo ocurria con Populus spp., que en casos de estrés hidrico resultaban
mas vulnerables frente a Capnodis miliaris 'y al bupréstido xildfago Melangphila picta.
Recientemente, Fernandez y colaboradores (2004) han encontrado que es la humedad de la
peridermis la que desempedia un papel crucial de cara a la susceptibilidad de los eucaliptos
frente al ataque de P. semipunctata.

El 3-metil-1-butanol estimulé con intensidad a las hembras de P. germari, y también
considerablemente (algo menos del 80% de respuesta relativa) a C. welnsiz. Este compuesto
resulté uno de los mayores estimulantes para P. semipunctata, activando receptores ncuronales
especificos (Barata 2002). Ha sido encontrado en altas concentraciones en el corcho afectado
por enmohecimiento (Rocha ez 4 1996), asi como en la savia de un ejemplat de Quercus spp.
(Omura ez al. 2000), asociandose su presencia con actividad microbiana.

Estos tltimos autores indican que diversos insectos son atraidos preferentemente hacia
tejidos vegetales infectados por microorganimos; pero este habito implica la tolerancia frente
a dichos microotganismos y sus metabolitos. Los habitos alimenticios de C. welensii y P.
germari, la ausencia aparente de este compuesto en alcornoques y encinas salvo,
presumiblemente, en casos como los citados, asi como su conocida emisién por no
hospedantes como E. glbulus, E. camaldulensis y Olea enropaca (Barata et al 2000), parecen
atribuir al 3-metil-1-butanol un posible papel como caracterizador de inadecuacién del arbol.
De ser esto asi tendria cierta légica una mayor capacidad de deteccién de las hembras de P.
germari hacia este compuesto, dada la aparente mayor movilidad de las mismas.

El grupo de compuestos GLV merece un trato particular. Pefiuelas y Llusia (2001)
relacionan su aparicién con la descomposicién de acidos grasos en respuesta a estrés y dafios
mecanicos o por herbivoros. Zhang y Schlyter (2004) consideran que los GLV suelen resultar
los volatiles predominantes en las emisiones de angiospermas arbéreas, mientras que en las
emisiones de coniferas se presentan a nivel de trazas. El (E)-2-hexenal se ha encontrado
como volatil cortical de Q. mbur (Vtkocova ef al. 2000); pero en nuestras especies de interés
so6lo se han encontrado, hasta el momento, emisiones de 3-hexen-1-ol, y unicamete en la
encina (Pefiuelas y Llusia 2001). Otras angiospermas a prioti no hospedantes (Bet/ia pendula,
B. pubescens) emiten foliarmente la forma “cis” de este compuesto (Zhang y Schlyter 1999),
que aparece también como volatil de corteza en P. tremula.

En el cerambicido Arhopalus #ristzs, perforador en ¢l género Prnas, la mezcla (E)-2-hexen-
1-ol + (E)-2-hexenal resulté fuertemente repelente (Suckling ef @/ 2001), como ya ocurtia
para algunos escolitidos de coniferas. Un comportamiento similar de repulsiéon frente al (E)-
2-hexen-1-ol se ha encontrado para el escolitido de las pifias Conophthorus resinosae (De Groot
et al. 2002). Por otra parte, el comportamiento inducido por los GLV puede depender de la
forma estructural presente. En el escolitido del olivo Phloeotribus scarabacoides, la adicion del
(Z)-3-hexen-1-ol (volati foliar de O. exrvpaea) a la feromona undecanal aument6 la respuesta
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frente a este compuesto, mientras que la forma “trans” (no emitida por el olivo) redujo
significativamente la atraccién de los machos (Szauman-Szumski e 2/ 1998).

Es dificil, pues, interpretar la deteccién de GLV por especies como C. welensii 'y P. germart.
Podria deducirse la idea general de que estos compuestos contribuyan a discriminar, por un
lado, entre coniferas y frondosas; y por otro, entre frondosas potencialmente hospedantes y
otras inadecuadas. Este razonamiento estarfa en consonancia con la consideraciéon de estas
especies como oligbfagas méis que polifagas (Jolivet 1992, en Vives 2000). Pero dicha idea se
puede matizar més en el caso de P. germari, especie para la que se ha encontrado una
circunstancia singular: las correlaciones que afectaron a algunos compuestos GLV fueron de
signo negativo (tabla. IV.22). Dada la intensidad de las respuestas provocadas por las
sustancias implicadas (véase la figura IV.8 para el caso (E)-2-hexenal <> (+)-0-pineno), asi
como su relevancia como volitiles de encina y alcornoque, parece sugerirse que el interés
olfativo de este cerambicido sc decanta en mayor medida por los monoterpenos asociados
con estas dos fagiceas que sobre los GLV. Esta actitud olfativa lo alejaria, incluso, de su
consideracién como oligbfago.

Figura IV.8. Respuesta relativa de EAG comparada de cinco ejemplares de P. germari frente a (E)-2-hexenal y
(+)-a-pinenc.
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El ocimeno parece mostrar un comportamiento peculiar, ya que su emisién parece seguir
el principio del “todo o nada” determinado por la temperatura (Staudt ¢z @/ 2002 y 2003). Asi,
la temperatura de 30°C constituye un umbral para la emisién, presentando ésta, ademads, una
inercia mucho mayor que la de los otros monoterpenos, tanto en el incremento como en su
disminuciéon. Aunque se ha pensado que su emisién podia considerarse un indicador de
condiciones de estrés para la planta, este punto no fue confirmado por los resultados de
dichos autores en Q. iex.

Se trata, pues, de un compuesto poco habitual en la encina (y tal vez en alcornoque) pero
que es mis frecuente en Pinus spp. y también se presenta en otras especies como Eucalyptus
spp. v Otea europaca (Barata ez al. 2000; Sabillén 2002). Provoca en las hembras de C. welensii
respuestas significativamente superiores a los machos y, ademas, la respuesta que provoca en
el conjunto de individuos se correlaciona con la inducida por el o-felandreno y el (+)-a-
pineno. Por lo tanto, su deteccién por las hembras de esta especie resulta dificil de interpretar
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y, a la par, muy interesante. Su ptesencia podtia tener un significado similar a la del o-
felandreno, indicando la adecuacién del 4rbol; pero tasas elevadas de este compuesto podrian
indicar inadecuacién, de manera aniloga a lo razonado para el p-cimeno. En P. germari, la
respuesta se correlaciond negativamente con la provocada por el (E)-2-hexenal; lo que puede
significar, en consonancia con lo comentado para C. welensii, cierto estrechamiento de su
vinculo con los hospedantes principales, al menos con (. zex.

Por tltimo, citaremos la peculiaridad que supone el hecho de que ni en C. welensii ni en .
germari se produzcan respuestas de EAG significativas frente al sabineno, y que el B-mitceno
sea detectado con respuestas medias (tendiendo a bajas para C. welensii y para las hembras de
P. germari). Staudt y colaboradores (2004) encontraron que la diferencia entre el perfil de
emision de Q. iex y Q. suber se debe principalmente a variaciones en las fracciones de
sabineno y mirceno en relacién a los otros compuestos. Asi, Q. suber emite relativamente mas
sabineno y menos mirceno que (. zkx. La posible discriminacién entre estas dos especies a
partir de una caracterizacién de la emisién exclusivamente cualitativa no tiene, pues, un
reflejo claro en la capacidad olfativa de estos insectos. Esto sugiere que la seleccion entre
especies hospedantes de un mismo género podria depender, en mayor medida, de la tasa de
emisién de los compuestos que caractetizan sus perfiles tipicos, tal y como indican Hanks y
colaboradores (1993), y Barata (1997).
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Era inevitable: el olor de las almendras amargas le recordaba el destino de los amores contrariados.
-Gabtiel Garcia Marquez-

Conclusiones

1. El dispositivo propuesto para estudio de la respuesta electroantenogrifica de estimulos
olfativos resulta adecuado para cerambicidos de tamafio medio-grande, como Prinobius germart
y Cerambyx welensiz, incluso para ejemplares de tamafio pequefio, como Phoracantha semipunciata.
Intensas condiciones de estimulacién: caudales elevados (continuo de 4,1 1/min, e inyeccién
de 0,5 1/min, o bien 10 ml) y fuertes disoluciones estimulantes (20 pl al 1:1 v/v) aplicadas con
altas frecuencias (15 segundos a 1 minuto), originan ligeras mermas de sensibilidad de las
antenas (< 11%), no significativas para ambas especies al cabo de 5 horas de estudio.

2. La forma de la respuesta de EAG encontrada en C. welensii y P. germari es la habitual en
sefiales de este tipo: una caida de potencial ripida (transcurre en 0,3-0,6 segundos) scguida de
una recuperacién mis lenta del nivel de base, variable segin la intensidad de la respuesta (<1
a 14 segundos). La colocacién tradicional de los electrodos (registrador en el extremo intacto
de la antena, e indiferente inserto a través de la membrana intersegmental entre el escapo y el
pedicelo) resulta adecuada para originar lineas base estables y de baja magnitud (=0,2 mV).

3. El (E)-2-hexenal y la esencia de trementina resultan adecuados como estimulos estandar
para C. welensii y P. germari, respectivamente. El primero provoca estimulaciones altas en C.
welensii (0,92 mV + 0,6); en P. germari, las respuestas al estindar son bajas (0,28 mV + 0,24).
Los solventes empleados (aceite de parafina y hexano) contribuyen muy poco a la respuesta
absoluta de EAG (< 12% en las dos especies), resultando esta contribucién atribuible en su
mayor parte a receptores antenales no quimicos (higro-térmicos y/o mecéanicos).

4. En ambas especies las respuestas varian muy significativamente entre individuos. Hasta
un 68% de esta variabilidad se puede explicar, en C. welnsii, por factores experimentales
(didmetro del capilar del electrodo de referencia y amplitud de la linea base), y por el estado
fisiolégico del individuo. Para P. germari no se puede establecer una explicacién clara. Las
respuestas de ambos sexos no difieren significativamente en C. welnsi, no pudiéndose
asegurar lo mismo para P. germari, debido al escaso namero de hembras estudiadas.

5. C. welensii y P. germari responden olfativamente de manera significativa ante un amplio
grupo de volatiles (20 y 16, respectivamente, de 33 estudiados) presentes en la emisién tanto
de especies hospedantes como de no hospedantes; la mayoria son monoterpenos y volatiles
de hojas verdes (GL.V) emitidos por via foliar. Cuatro de las cinco sustancias que completan
el 70-80 % de la emisién de Q. ilex y Q. suber (o-pineno, B-pineno, limoneno y mirceno) son
detectadas por ambos xiléfagos. Las dos primeras, que se emiten a tasas muy elevadas, son
percibidas con respuestas relativas altas por las dos especies; isémeros del mirceno y
limoneno son detectados, en cambio, de forma mas discreta.
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Conclusiones

A la vista de los resultados, y considerando los datos de emisién de las principales especies
arb6reas hospedantes y no hospedantes, se sugieren las siguientes hiptesis para explicar el
mecanismo de seleccién de hospedantes por parte de C. welensii y P. germari [que debetian ser
contrastadas en posteriores estudios con tinel de viento, cromatografia de gases asociada a la
electroantenografia (CG-EAD) y estudio electrofisiolégico de sensilla individuales (SCR)]:

6. La deteccién olfativa de compuestos volatiles participa en la localizacién de hospedantes
por C. welensii y P. germari. Las claves del mecanismo de seleccién son: a) para una
discriminacién positiva, la proporcién en que se emiten los cuatro monoterpenos principales
de Q. élex y Q. suber, detectados por ambos insectos; b) para la discriminacién negativa, la
deteccién, especialmente por las hembras, de volatiles ausentes de los principales hospedantes
o bien poco frecuentes en los mismos, como el cineol, la trementina o, incluso, el (E)-2-
hexenal.

7. Variaciones genéticas entre individuos de una especie hospedante, as{ como variaciones
ambientales que condicionen distintos estados fisolégicos, provocan diferencias de perfil de
emisién entre ejemplares; lo cual puede ayudar a los insectos para la deteccién de arboles
adecuados para el desarrollo de las futuras generaciones. Los compuestos implicados en esta
diferenciacién son, posiblemente, los derivados del pineno, y los isémeros del limoneno y del
mirceno.

8. Algunos volétiles secundatios pueden contribuir a completar la configuracién olfativa de
la especie emisora de cara a la percepcién por el insecto, bien per s¢ o en determinadas
circunstancias. Esto puede ocurtir en relacién a volatiles detectados con alta intensidad (-
felandreno por C. welensii), 0 a sustancias que provocan respuestas discretas pero que se
correlacionan con otras muy estimulantes (como ocurre con el p-cimeno, a.-terpineno, y-
terpineno, terpineol y 4cido acético, para C. welensiz, y y-terpineno, (7)-2-hexen-1-ol y (E)-2-
hexenal para P. germari).
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Glosario

VI.1. Glosario de términos

Aleloquimico, sustancia que afecta a organismos de especies diferentes a la especie emisora,
por otras razones aparte de la alimentacién.

Alomona, sustancia producida por un organismo, que provoca en el organismo receptor, de
distinta especie, una reaccién que es favorable para el emisor pero no para el receptor.

Cairomona, sustancia producida por un organismo, que provoca en el organismo receptor,
de distinta especie, una reaccion que es favorable para el receptor pero no para el emisor.

Enantiémeros, dos estereoisomeros son enantidmeros si la imagen especular de uno no
puede ser superpuesta con la del otro. Dicho de otra forma: un enantidmero es una
imagen especular no superponible de sf mismo. Son moléculas quirales.

Feromona, sustancia secretada externamente por un individuo, que produce una reaccién
especifica en individuos de la misma especie.

Isémeros, moléculas con la misma férmula quimica y el mismo tipo de enlaces entre 4tomos,
pero en el que éstos estan dispuestos de diferente forma. Tipicamente, los isémeros
tenen muchas caracteristicas similares, si no idénticas, en cuanto a sus propiedades y
reactividad. Se distingue entre isomeria estructural, en la que los grupos funcionales estan
dispuestos de diferente forma (originando distintas caracteristicas y reactividad); y
estereoisomeria, en la que las diferencias sblo son apreciables frente a luz polarizada o
reactivos quirales.

Kovats (indice de), indices de retencidén relativos calculados respecto a compuestos
estandar, de tipo alcano alifatico. Constituyen una referencia sobre la volatilidad de las
sustancias, de manera que indice mas bajos corresponden a mayores volatilidades.

Quiralidad, propiedad de un objeto de no ser superponible con su imagen especular. Como
ejemplo sencillo, la mano izquierda humana no es superponible con su imagen especular
(la mano derecha). Como contraejemplo, un cubo o una esfera si son superponibles con
sus respectivas imigenes especulares. En general, un objeto quiral carece de planos de
simetria. Es una propiedad de gran interés en quimica organica, en quimica inotganica y
en bioquimica, donde da lugar a la estereoquimica, a las reacciones estereoespecificas y a
los estereoisbmeros.

Semioquimico, sustancia quimica involucrada en la interaccién entre individuos de la misma
o diferente especie.

183



Glosario

Sensilla, (singular: sensillum) pequefias estructuras cuticulares de los insectos que constituyen
td
los organos sensoriales relacionados con la percepciéon de estimulos mecanicos,
quimicos, térmicos e incluso la humedad.

Sensilla ampullacea, sensilla de forma similar a las coeloconica, de las que se distinguen por la
profundidad de las depresiones en las cuales van situadas: depresiones profundas
identifican a sensilla ampullacea, pero cuando son. mas llanas se consideran sensilla
coeloconica.

Sensilla basiconica, (singular: sensillum bastconicum) sensilla con forma de pequefio gancho o
estaca, o de cono (en cuyo caso se denominan sensilla styloconica), mas gruesas, sélidas y
cortas que las #zrichodea. Se encuentran normalmente en la antena aunque también pueden
aparecer en otros Organos. Tienen pared gruesa o delgada y pueden presentar base
articulada y asentar sobre una depresioén de la cuticula. A veces no esta clara la division
entre las basiconica y las trichodea; incluso aquellas pueden confundirse con las coeloconica.

Sensilla campaniformia, sensi//a con forma de pequefia cipula o campana. Su funcidén es
discutida, ya que si bien estructuralmente la pequefia superficie que presentan asi como la
posesion de una sola neurona hacen pensar en actividad mecanoreceptora, el hecho de
que suelan aparecer habitualmente en grupos deja abierta la posibilidad de que como
grupo también participen en tareas olfativas.

Sensilla chaetica, sensilla con forma de pelo o espina y estructura similar a las #ichodea,
Presentan pared gruesa y se asocian generalmente a tareas mecanoreceptoras.

Sensilla coeloconica, (singular: sensillum coeloconicum) sensilla de forma similar a las basiconica y
styloconica, de las que se diferencian porque siempre van situadas en pequefias depresiones
de la cuticula, por lo general no muy profundas, de modo que son poco visibles en lugar
de proyectarse por encima de ella. Pueden presentar pared gruesa o delgada.

Sensilla placodea, (singular: sensillum placodeurs) sensilla constituidas por laminas cuticulares
delgadas de forma eliptica, oval o alargada que recubren huecos mas o menos grandes de
la cuticula. Toman la apariciencia, pues, de superficies mas o menos planas; su estructura
interna es similar a las basiconica de multiples neuronas.

Sensilla trichodea, (singular: sensillum trichodenm) estructuras con forma de pelo mis o menos
alargado, apice agudo o romo y pared delgada o gruesa. Son llamadas habitualmente
pelos olfativos, se encuentran normalmente en las antenas de muchos insectos y a este
tipo pertenecen los quimioreceptores mas comunmente encontrados.

Sinomona, sustancia producida por un organismo, que provoca una reaccién en otro de
distinta especie de manera que ambas especies salen beneficiadas.
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VI.2. Glosario de especies citadas con frecuencia

Anaglyptus subfasciatus, (Coleoptera: Cerambycidac). Xiléfago en Cryptomeria japonica y
Chamacecyparis obtusa.

Anoplophora glabripennis, (Coleoptera: Cerambycidae). Perforador polifago en
angiospermas arboreas.

Aphis fabae, (Homoptera: Aphididae). Chupador polifago, plaga tipica en V774 faba.

Arhopalus tristis, (Coleoptera: Cerambycidae). Xil6fago en Pinus spp., especialmente sobre
ejemplares afectados por el fuego.

Conophthorus resinosae, (Coleoptera: Scolytidae). Perforador de conos en Pinus resinosa.

Demonax transilis, (Coleoptera: Cerambycidae). Perforador polifago de lefio en coniferas y
frondosas; se asocia, también, a Cryptomeria japonicay Chamaecyparis obtusa.

Dioryctria abietivorella, (Lepidoptera: Pyralidae). Perforador de conos en Abées spp.
Leptinotarsa decemlineata, (Coleoptera: Chrysomelidae). Defoliador en Solanum tuberosum.

Otiorhynchus sulcatus, (Coleoptera: Curculionidae). Polifago de semillas y pequefios
frutos, con preferencia por las familias Rosaceae, Ericaceae y Taxaceae.

Phoracantha semipunctata, (Coleoptera: Cetambycidae). Perforador considerado xiléfago
del género Encalyptus, aunque sus dafios se centran mas bien en la zona subcortical.

Phlocotribus scarabaeoides, (Coleoptera: Scolytidae), perforador subcortical en Oka
europaea.

Rhyacionia frustrana, (Lepidoptera: Tortricidae). Perforador de brotes con preferencia por
Pimus taeda.

VI.3. Glosario de abreviaturas

Ancho, ancho del pronoto en la zona proxima al mesonoto (cm).
An_P, relaciéon peso del insecto (gr) /ancho pronoto (cm).

Capi, didmetro apical del capilar del electrodo de referencia.(micras). Empleada con C.
welensiz.

C_ant, longitud total de la antena derecha (cm), transformada por la funcién potencial
cuadratica en P. germari.

CG-EAD, (cromatografia de_gases-electroantenodeteccién) técnica mediante la cual se
acoplan la cromatografia de gases y la electroantenografia. En este caso, el insecto actia
como detector biokigico de los compuestos inyectados en el cromatdgrafo, bien sea
individualmente o presentes en una mezcla, de ahi que las siglas EAG se reemplacen por

EAD.

EAGDb, respuesta bruta media de EAG (mV) por insecto para una serie de tres
estimulaciones con el estimulo estandar.
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EAGbruta, respuesta bruta media por insectoc (mV) para una serie de siete a nueve
estimulaciones con el estimulo estdndar.

EAGn, respuesta neta media por insecto (mV) a partir de tres estimulaciones con el estimulo
estandar.

EAGneta, respuesta neta media por insecto {(mV) para una serie de siete a nueve
estimulaciones con el estimulo estindar.

GLYV, volatiles de hojas verdes (de Green Ieaf Volatiles). Son compuestos Cs-Cio no
terpenoides, generalmente derivados de acidos grasos.

Grupo P, grupo de insectos con los cuales se empled aceite de parafina como solvente en la
mezcla estimulante.

Grupo H, grupo de insectos con los cuales se empleé hexano como solvente en la mezcla
estimulante.

Lg ant, longitud total de la antena derecha (cm), transformada por la funcién logaritmo
decimal en C. welenszi.

Lg_capi, diametro apical del capilar del electrodo de referencia (micras), transformada por la
funcién logaritmo decimal. Empleada con P. germari.

Lg_lib, amplitud de la linea base de la respuesta de EAG (mV), transformada por la funcién
logaritmo decimal,. Empleada con C. welensiz.

Lg_ret, retraso en el estudio de EAG tras la captura del insecto (dias), transformada por la
funcién logaritmo decimal.

Lg_scap, supervivencia tras la captura (dfas), transformada por la funcién logaritmo decimal.

Lg_seag, supervivencia tras la prueba de EAG (dias), transformada por la funcién logaritmo
decimal.

Li_bas, amplitud de la linea base de la respuesta de EAG (mV). Empleada con P. germari.

Log EAGbruta, respuesta bruta media de EAG (mV) para una serie de siete a nueve
estimulaciones con el estimulo estindar, transformada por la funcién logatitmo decimal

Longit, longitud del insecto (cm), medida entre las mandibulas y el 4dpice elitral.
Lon_P, relacién peso del insecto (gr) /longitud.(cm).
Peso, peso (gr) en el momento de estudio de la respuesta de EAG.

Rai_EAGbruta, respuesta bruta media de EAG (mV) para una setie de siete a nueve
estimulaciones con el estimulo estandar, transformada por la funcién raiz cuadrada.

Rai_EAGn, respuesta neta media de EAG (mV) a partir de tres estimulaciones con el
estimulo estandar, transfomada por la funcién rafz cuadrada.

Rai_EAGneta, respuesta neta media de EAG (mV) pata una serie de siete a nueve
estimulaciones con el estimulo estindar, transfomada por la funcién raiz cuadrada.

Rai_vcon, respuesta de EAG frente a la inyeccién control” (mV) (ver Vcontrol)
transformada por la funcién raiz cuadrada.
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SCR (o SSR), términos sinénimos que aluden a la respuesta eléctrica de una de las sensi/ia de
la antena individualmente. SCR es la abreviatura de “single cell recording” (= registro de una
célula individual), mientras que SSR lo es de “Single sensillum recording” (= registro de un
senstlinm individual).

Temp, temperatura de la habitacién (°C) al inicio de la sesién de EAG .

Vcontrol, respuesta de EAG (mV) frente a la “inyeccion control”, consistente en una pipeta
Pasteur cargada con 20 microlitros del compuesto usado como solvente (Capitulo III,
apartados 111.2.2 y 111.3.2).

Vseco, respuesta de EAG (mV) frente a una “inyeccién en blanco”, consistente en una
pipeta Pasteur provista de papel de filtro pero sin afadirle ningin tipo de sustancia
(Capitulo 111, apartados I11.2.2 y 1I1.3.2).
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