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Resumen

Los cerambicidos xilofagos de los géneros Cerambyx y Prinobius pueden desempeiiar un papel relevante en el de-
caimiento del género Quercus en Espafia. Las nuevas tendencias en el control integrado de plagas apuestan por medi-
das basadas en el comportamiento de los insectos ante la percepcion de compuestos semioquimicos. La electroanteno-
grafia permite interpretar la relevancia de la estimulacion olfativa en la seleccion de hospedantes, aspecto desconocido
para muchos insectos xiléfagos. Cerambyx welensii y Prinobius germari han respondido electroantenograficamente
frente a dos tipos de sustancias: un volatil de hojas verdes —(£)-2-hexenal- y la esencia de trementina; C. welensii res-
pondié ademas frente al acido acético. Condiciones de estimulacion fuertes (20 pl de mezcla estimulante a concentra-
cion 1:1 en volumen) favorecen la obtencion de respuestas de EAG elevadas, sin saturar la antena. Bajo estas condi-
ciones de estimulacion, y empleando insectos completos, se ha encontrado que una preparacion para estudio de EAG
puede durar cinco horas al menos. Los resultados manifiestan una buena aptitud de dichas especies para la realizacion
de estudios electrofisiologicos mas amplios (como la cromatografia acoplada a la electroantenografia), que permitan
interpretar la mediacion de la estimulacion olfativa en la localizacion de sus principales hospedantes.

Palabas clave: clectroantenografia, Cerambyx, Prinobius, Cerambycidae, encina, alcornoque, (£)-2-hexenal.

Abstract

Characterization of the electroantennographic response by Cerambyx welensii Kiister and Prinobius germari
Germar (Coleoptera: Cerambycidae) to olfactory stimuly

Xylophagous cerambycids of Cerambyx and Prinobius genus can play an important role in «oak decline» in Spain.
New trends in the integrated pest management are dealing with control strategies based on the relation between olfactory
perception of semiochemicals and insect behaviour. Electroantennography of olfactory stimuli enables to interpret the
significance of the olfactory stimulation in host selection, an unknown aspect within many xylophagous insects. Cerambyx
welensii and Prinobius germari (Coleoptera, Cerambycidae), have responded in EAG tests to two different compounds:
a green-leaves volatile (£)-2-hexenal and turpentine; C. welensii also responded to acetic acid. Strong stimulatory
conditions (20 pl of stimulating blend at 1:1 v/v doses) favour high EAG responses, without causing antennal saturation.
Under these stimulatory conditions, and using complete insects, we have obtained stable EAG responses during, at least,
five hours. Results show a good aptitude of these species for deeper electrophysiological experiments (such
chromatography linked to electroantennography), in search of the olfactory cues involved in host location.

Key words: electroantennography, Cerambyx, Prinobius, Cerambycidae, holm oak, cork oak, (E£)-2-hexenal.

Introduccion problema de la «seca» del género Quercus en nuestro
pais (Montoya, 1992; Mufioz ef al., 1996; Navarro et

La accion de los cerambicidos xilofagos, principal- @/, 2004). A pesar de ello, se desconoce la importan-
mente los géneros Cerambyx y Prinobius, se ha con- cia real del papel que desempefian en el decaimiento

siderado un factor desencadenante y/o agravante en el de las formaciones forestales donde la encina y el al-
cornoque son especies arboreas dominantes, en espe-

* Autor para la correspondencia: isanchez@uhu.es cial las dehesas y los alcornocales. A este desconoci-
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estos insectos (Lopez et al., 2004), lo que ha dificul-
tado el planteamiento de estudios rigurosos acerca de
dos aspectos interesantes y relacionados: su mecanis-
mo de seleccion de hospedantes y las posibilidades de
control de sus poblaciones.

Los compuestos volatiles presentes en plantas, tan-
to hospedantes potenciales como no hospedantes, tie-
nen una gran importancia de cara a la seleccion de
huéspedes por parte de muchos insectos fitofagos, es-
tando su deteccion a cargo de neuronas receptoras de
estructuras olfativas localizadas en la antena (Masson
y Mustaparta, 1990). En los cerambicidos, dicha se-
leccion puede estar motivada por la busqueda de sus-
tratos adecuados para la oviposicion y el desarrollo de
las nuevas generaciones, asi como por la localizacion
de recursos alimenticios para los adultos (Hanks ef al.,
1998; Meurer y Tavakilian, 1997). La atraccion ejer-
cida por el hospedante sobre los coledpteros xilofagos
puede verse influida, aparte de por sustancias quimi-
cas que impregnan la madera, por condicionantes ta-
les como la época del afo, el drgano vegetativo (ra-
mas, tronco, raiz), la edad del arbol y su estado
fisiolégico (Compte y Caminero, 1982). Ademas, un
estimulo quimico a larga distancia puede ser aumen-
tado por estimulos visuales a corta distancia, como la
silueta del arbol (Mclntosh et al., 2001) e incluso su
color (Groot y Nott, 2001).

Las técnicas electrofisioldgicas, en particular la
electroantenografia, permiten estudiar la relevancia
que tiene para los insectos la deteccion olfativa de
compuestos volatiles. La mayor parte de las referen-
cias sobre la aplicacion de estas técnicas estan rela-
cionadas con lepidopteros, ya que han sido aplicadas
principalmente al estudio de feromonas sexuales
(Wadhams, 1992). En los coleopteros, los estudios se
refieren principalmente a feromonas de agregacion y
cairomonas. En la familia Cerambycidae existen po-
cos estudios electrofisiologicos, y de estos la mayor
parte se centran en compuestos de actividad cairo-
monal (Ikeda et al., 1993; Barata et al., 1992 y 2000;
Suckling et al., 2001), tratando algun caso especifi-
co sobre feromonas sexuales (Zhang et al., 2000 y
2002; Rhainds ef al., 2001; Liendo et al., 2005). Por
lo que se refiere a cerambicidos xiléfagos del género
Quercus, Unicamente se pueden encontrar, hasta el
momento, las experiencias de Sanchez ef al. (2004) y
Sanchez-Osorio et al. (2006) con Cerambyx welensii
y Prinobius germari.

La electroantenografia de estimulos olfativos resulta
especialmente ttil para estudiar grupos numerosos de

sustancias volatiles tanto de actividad cairomonal, re-
lacionada con hospedantes potenciales y no hospe-
dantes, como de actividad feromonal. En este tipo de
analisis la respuesta de EAG se suele expresar como
valor normalizado respecto a la de un compuesto «es-
tandar» de referencia. Este compuesto estandar puede
ser cualquier sustancia que origine respuestas acepta-
bles (Syntech, 1998; sin que los autores especifiquen
ningun rango concreto), aunque Roelofs (1984) con-
sidera que deberia ser capaz de provocar respuestas de
1 a 2 milivoltios. La necesidad de trabajar con res-
puestas relativas al estandar cobra especial importan-
cia en especies como C. welensii 'y P germari, ya que
las dificultades para la obtencion de adultos en con-
diciones controladas hacen que los insectos deban ser
capturados en campo, lo cual introduce un factor de
variabilidad de respuestas importante: el estado fisio-
logico del insecto. Ademas de este factor, la respues-
ta de EAG puede verse afectada por otras variables de
tipo experimental o ambiental, asi como por caracte-
risticas propias de la especie o la poblacion (Roelofs,
1984; Syntech, 1998; Dickens, 2000; Van Tol y Visser,
2002; Sanchez-Osorio, 2005).

En Q. ilex, uno de los principales hospedantes de
C. welensiiy P germari, se ha encontrado la mayor va-
riedad de monoterpenos procedentes de emision foliar
entre 40 especies lefiosas mediterraneas (Owen et al.,
2001). Ademas, las tasas de emision de monoterpenos
de Q. ilexy Q. suber se consideran de las mas altas en-
tre las especies emisoras de este tipo de compuestos
volatiles, resultando el o-pineno y el B-pineno dos de
los cinco compuestos dominantes (Kesselmeier y
Staudt, 1999; Owen et al., 2002; Staudt et al., 2004).
Otros compuestos tradicionalmente empleados en los
estudios de EAG son el (E)-2-hexenal y el acido acé-
tico. El primero es un volatil de hojas verdes (GLV) de
amplia presencia en los vegetales, pero no detectado
aun en el género Quercus (Kesselmeier y Staudt, 1999;
Mannschreck et al., 2002; Staudt et al., 2004; Pio et
al., 2005). El acido acético se ha encontrado entre las
emisiones foliares de Q. ilex (Kesselmeier et al., 1997).

Estas evidencias recomiendan estudiar la repercu-
sion de este tipo de emisiones sobre la seleccion de
hospedantes por parte de C. welensii y P germari. Es-
tudios electrofisiologicos como la electroantenogra-
fia podrian proporcionar una informacion relevante,
de cara a la propuesta de medidas para el control inte-
grado de plagas (Pickett et al., 1991; Witzgall et al.,
1991). Este tipo de informacion seria de especial im-
portancia tratandose de especies como C. welensii y
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P germari, para las cuales algunas de las medidas cla-
sicas de control resultan discutibles en términos de efi-
cacia y admisibilidad ecologica.

En el presente trabajo se pretende analizar la res-
puesta de C. welensii y P germari en pruebas de EAG,
en particular: a) comparar la respuesta frente a tres sus-
tancias (acido acético, esencia de trementina comer-
cial y (E)-2-hexenal) candidatas para ser empleadas
como estimulo estandar; b) determinar el efecto sobre
la respuesta de la concentracion de la mezcla estimu-
lante, asi como de la cantidad de estimulo empleado;
¢) determinar la duracion de una preparacion para es-
tudio de EAG en las dos especies.

Material y Métodos
Insectos

Los insectos se capturaron durante el periodo de
vuelo (mayo-julio de 2003) en una dehesa de alcorno-
que (término municipal de Almonte, Huelva). Cada
ejemplar se mantuvo en un recipiente de plastico de
20 %20 cm en laboratorio hasta el momento del estu-
dio, a la temperatura y humedad ambiental y en pe-
numbra.

Obtencion de respuestas
electroantenograficas

Para la obtencion de respuestas de EAG se siguio la
técnica descrita por Sanchez-Osorio et al. (2006). Pa-
ra ello se emplearon insectos completos y se utiliza-
ron electrodos capilares de vidrio, estirados manual-
mente, con filamento de plata y solucién salina (KCl
0,1 N). El electrodo registrador se coloco recubriendo
el extremo intacto del undécimo segmento de la ante-
na; el electrodo de referencia se inserto a través de la
membrana intersegmental entre el escapo y el pedice-
lo. El analisis y medicion de las respuestas de EAG se
efectud en un ordenador personal mediante el progra-
ma informatico Autospike-32 (Syntech®. Hilversum,
Holanda).

La inyeccion estimulante consistidé en una mezcla
de la sustancia estudiada al 50% en un solvente (he-
xano o aceite de parafina). Se aplicaron 20 microlitros
de la mezcla sobre una tira de papel de filtro Whatman
n.° 1, que fue introducida en una pipeta Pasteur des-
echable. Como control se emplearon 20 microlitros del

solvente, impregnando la tira de papel Whatman. La
aplicacion del estimulo se efectud inyectando, me-
diante una jeringa de PVC, un volumen de 10 ml de ai-
re a través de la pipeta Pasteur. Antes de proceder al
sellado de las pipetas cargadas con el estimulo, se per-
miti6 la evaporacion del solvente durante un tiempo
aproximado de cinco minutos.

Eleccion de estimulo estandar y aplicacion
de estimulos

Como sustancias estimulantes se emplearon tres de
distinta naturaleza: por un lado el volatil de hojas ver-
des (£)-2-hexenal (98% de pureza; Sigma-Aldrich),
empleado ya como estimulo estdndar con Phoracan-
tha semipunctata (Barata, 1997). Se empleé ademas
esencia de trementina (99,5% de pureza, Panreac),
mezcla de monoterpenos presente en la resina, cuya
composicidn resulto ser: a-pineno (80%), B-pineno
(16,2%) y canfeno (3,8%) (Cromatografia de gases-
espectrometria de masas. Agilent GC6890, MS5973;
columna HP-5MS, 30 mx 0,25 mm DI, 0,25 pm). Por
ultimo se utilizo acido acético (99,5% de pureza; Flu-
ka), compuesto empleado ya como estimulo estandar
en Scolytidae (Gonzalez et al., 1994). A cada insecto
(Ncerambys = 12, Npyinosius = 7) le fue aplicada una serie
constituida por la inyeccion control seguida de las tres
mezclas estimulantes aplicadas en orden establecido
al azar, la frecuencia de estimulacion en cada serie con
las distintas mezclas fue de 1 a 3 minutos. Las res-
puestas relativas se obtuvieron al expresar las absolu-
tas en tanto por ciento respecto al mayor valor regis-
trado (considerado el 100%).

Analisis de la relacion
concentracion-respuesta

Para los compuestos (£)-2-hexenal y trementina se
prepararon cinco disoluciones en hexano (1:10.000,
1:1.000, 1:100, 1:10y 1:1 v/v). Para cada insecto (N.,.
rambyr= %4 Nprinosius= 5) 1a sesion se inicid con la inyec-
cidn control, a continuacion se aplicaron las sucesivas
concentraciones en orden creciente, efectuandose tres
inyecciones consecutivas para cada concentracion
(20 pl). La frecuencia de estimulacion para una mis-
ma concentracion fue de 1 minuto, dejando un tiempo
de entre 2 y 5 minutos entre series correspondientes a
dosis distintas. Cada respuesta neta se estandarizo ex-
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presandola como valor relativo (en tanto por uno) res-
pecto a la media de las tres respuestas netas obtenidas
frente a la concentracién 1:1.

Efecto de la cantidad de estimulo aplicado

Se analiz¢ el efecto de aumentar la cantidad de mez-
cla estimulante aplicada de 5 a 20 pl (incrementos de
5 ul). Como disolucidn 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 estandar fue
una disolucion al 50% (v/v) de esencia de trementina
en aceite de parafina. La inyeccion control se aplicd
en las mismas cantidades que la mezcla estudiada. A
cada ejemplar (Nceampyx = 6, Npyinosius = 9). le fue apli-
cada la inyeccion control, seguida de tres estimula-
ciones consecutivas para cada una de las cantidades
citadas. Las estimulaciones se efectuaron en orden cre-
ciente de cantidades, empleando una frecuencia de 15
segundos entre repeticiones correspondientes a cada
cantidad y espaciando 2 minutos las series de inyec-
ciones con cantidades distintas. Las respuestas netas
se expresaron como valor relativo respecto a la res-
puesta provocada por la cantidad mayor (20 pl).

Efecto de la duracion de la preparacion

El estudio de la duraciéon de una preparacion de EAG
en condiciones aceptables se efectud grabando las res-
puestas obtenidas durante cinco horas (Nceampyx = 8,
Nprinovins = 9), mediante la aplicacion cada hora de tres
inyecciones del estimulo estdndar espaciadas 15 se-
gundos y precedidas por una inyeccion de la prepara-
cion control (parafina). Dado que el solvente emplea-
do es no volatil, inicamente transcurrid un tiempo de
=2 minutos entre la aplicacion de la mezcla estimu-
lante en el papel de filtro y el sellado de la pipeta. Co-
mo variable ilustrativa de la respuesta para cada hora
se considerd la respuesta neta estandarizada, expresa-
da como valor relativo en tanto por uno respecto al va-
lor correspondiente a la primera hora.

Analisis estadistico

En todos los casos se empleo el paquete estadistico
SPSS 11.5°, considerando un nivel de significacion

o=0,05. La identificacién de datos aberrantes se efec-
tuo a partir del método de Grubbs (Dagnelie, 1998) to-
mando como valor critico el tabulado para la serie de-
terminada por el pardmetro (d’ ) 1.2 Y €l nivel de
significacion o= 0,05. Debido a que se contd gene-
ralmente con muestras pequenas, se analizd el cum-
plimiento del requisito de normalidad a partir de las
pruebas de Kolmogorov-Smirnov con la correccion de
la significacion de Lilliefors, y Shapiro-Wilk. Se con-
sider6 cumplido tal requisito s6lo cuando ambas prue-
bas aceptaban la hipodtesis nula. La homocedasticidad
se comprobd mediante la prueba de Levene.

En todos los analisis se trataron separadamente los
datos correspondientes a cada especie. Para cada in-
secto, la respuesta considerada (ya fuera neta o bruta)
consistio generalmente en el promedio a partir de tres
inyecciones consecutivas. Las respuestas netas se ob-
tuvieron en todos los casos restando a cada valor me-
dido la respuesta provocada por el control.

Los datos se analizaron mediante la aprueba ANO-
VA seguida del test de Games-Howell, o bien mediante
el procedimiento Modelo Lineal General para Medi-
das Repetidas. El contraste de medias para una o dos
muestras se realizo mediante el test «t» de Student o
las pruebas de Wilcoxon o Mann-Whitney, segun re-
sultara asumible o no el requisito de normalidad. En
ningun caso se transformaron las variables estudiadas.

Resultados

Repuestas de EAG frente al (E)-2-hexenal,
esencia de trementina y dcido acético

La Figura 1 ilustra la forma tipica que presentan las
respuestas electroantenograficas —caida rapida del po-
tencial causada por la despolarizacion en los receptores,
seguida de la recuperacion mas lenta del nivel de base—
en este caso pertenecientes a C. welensii, asi como la di-
ferencia entre las intensidades de las respuestas frente a
las tres sustancias, aplicadas con un espaciamiento de
15 segundos. Se puede observar, ademas, la diferencia
en la forma de la respuesta provocada por el acido acé-
tico: fluctuacion mas suave que para las otras dos sus-
tancias y con una leve oscilacion inicial positiva.

Este tipo de comportamiento en las respuestas de
EAG se ha encontrado para las dos especies, aunque
las intensidades medidas fueron distintas. La Tabla 1
refleja las respuestas brutas obtenidas para C. welen-
sii y P germari frente a las tres mezclas estimulantes
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Figura 1. Respuestas tipicas de EAG de C. welensii frente al acido acético (A), (E)-2-hexenal (B) y trementina (C). Las flechas in-
dican anomalias en la sefial, no consideradas en la medicion de la respuesta.

probadas, asi como frente al control.

Las respuestas encontradas en las dos especies no
reflejaron diferencias significativas entre sexos para
ninguna de las tres mezclas estimulantes (Mann-Whit-
ney: p>0,3y p>0,05, para C. welensii y P germari
respectivamente). Sin embargo, para P germari, el es-
caso numero de hembras estudiado, asi como la baja
significacion asociada al test estadistico para la tre-
mentina y el (E)-2-hexenal, aconsejan interpretar con
precaucion este aspecto. Para el conjunto de individuos
se encontrd que las respuestas provocadas en C. we-
lensii por los tres estimulos asi como por la inyeccion
control fueron significativamente mayores que las ob-
tenidas en P germari. En esta especie, la mayor res-
puesta absoluta se obtuvo frente a la trementina, al-
canzandose un valor medio (0,39 mV) préximo al doble
del obtenido para el (E)-2-hexenal. En C. welensii, las
mayores respuestas fueron para el (£)-2-hexenal y la
trementina, provocando estimulaciones similares (0,98
y 0,91 mV respectivamente). El acido acético resulto
el compuesto menos estimulante para las dos especies,
provocando respuestas bajas en los dos casos (<21%

de la respuesta al (£)-2-hexenal en C. welensii, y <16%
de la respuesta a la trementina en P germari).

La Figura 2 muestra las respuestas de EAG expre-
sadas en forma relativa frente al compuesto mas esti-
mulante en cada insecto [(£)-2-hexenal en C. welensii
y trementina en P germari]. No se observaron dife-
rencias significativas entre las respuestas provocadas
en C. welensii por la trementina y el (£)-2-hexenal, pe-
ro si entre ambas y el acido acético. Estas tres sustan-
cias provocaron respuesta significativamente mayores
que el control. En P germari, la respuesta frente a la
trementina supero6 significativamente a las provocadas
por los otros estimulos; la respuesta provocada por el
acido acético no se puede considerar significativa-
mente diferente a la encontrada frente al control.

Analisis de la relacion
concentracion-respuesta

En las dos especies se produjo una fuerte depen-
dencia concentracion-respuesta (Fig. 3): las concen-

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de la respuesta bruta de EAG de C. welensii y P germari frente al (E)-2-hexenal, acido

acético y trementina en mezclas con hexano (20 ml al 1:1 v/v)

C. welensii P. germari
Sustancia
N M (mV) DT (mV) H/M N M (mV) DT (mV) H/M
(E)-2-hexenal 7+5 0,98b 0,47 0,71 2+5 0,19a 0,18 4,38
Acido acético 7+4 0,2b 0,05 0,85 2+3 0,06a 0,07 1,67
Trementina 7+5 0,91b 0,41 0,93 2+5 0,39a 0,46 6,58
Hexano 7+5 0,11b 0,09 0,24 2+5 0,01a 0,02 —

Para cada estimulo, letras distintas en la media indican diferencias significativas entre especies («t» de Student, p <0,03 para las
mezclas; Mann-Whitney, p<0,01 para el hexano). M: media. DT: desviacion tipica. H/M: cociente entre la respuesta media de las
hembras y la de los machos. N: nimero de individuos, expresado como Nhembras + Nmachos.
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Figura 2. Respuestas relativas de EAG en C. welensii (izquierda) y P. germari (derecha) frente al (£)-2-hexenal, trementina, aci-
do acético y el control de hexano. La respuesta relativa de C. welensii frente al (E)-2-hexenal y de P. germari frente a la trementi-
na es igual a 1. Las lineas en el extremo de la barra muestran la desviacion tipica. Letras distintas indican diferencias significati-
vas en cada especie (prueba «t» de Student frente al valor py=100 y prueba de Wilcoxon entre pares de compuestos; ambas para

un nivel de significacion a=0,05).

traciones correspondientes a 1:10.000, 1:1.000y 1:100
provocaron respuestas muy bajas o no medibles, el ma-
yor aumento de respuestas se produjo entre las con-
centraciones 1:10 y 1:1, sin que tal incremento mos-
trara signos de atenuacion. La respuesta frente a la
concentracion 1:1 fue significativamente mayor que
para el resto en ambas especies (prueba «t»: u=1.
p<0,01 y N=4 para C. welensii; p<0,01 y N=5 pa-
ra P germari); en cambio, las respuestas provocadas
por las concentraciones 1:10 y 1:100 no resultaron sig-
nificativamente distintas, si bien el valor de probabi-
lidad fue muy bajo en C. welensii (ANOVA seguido de
Games-Howell: p=0,051 y N,.;0=N.;0=4 para C. we-
lensii; Test de Wilcoxon: p=0,068 y Ni.;0=Ny.;00=5
para P germari).
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Figura 3. Respuestas netas de EAG de C. welensii y P germari
para distintas concentraciones del estimulo estandar. La linea
vertical en el extremo de la barra muestra el intervalo de con-
fianza al 95%. Letras distintas indican diferencias significativas.

Efecto de la cantidad de estimulo aplicado

La intensidad media de las respuestas aumentd con
el incremento de la cantidad de disolucion empleada
(Fig. 4). En C. welensii la variacion sélo resulto sig-
nificativa entre las respuestas para 5 y 20 microlitros
(prueba «t»: u=1; p<0,05; n=6), mientras que en
P germari la media para 20 microlitros si resulté sig-
nificativamente mayor que las demas (prueba «t» pa-
rap=1:p<0,03; N=9).

Efecto de la duracion de la preparaciéon

Las respuestas medias disminuyeron con el paso del
tiempo para las dos especies, pero la merma de res-
puesta al cabo de cinco horas resulto baja (11% en
C. welensii y 10% en P. germari. Fig. 5) y no signifi-
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Figura 4. Respuestas netas de C. welensii y P germari frente
al estimulo estandar aplicado en distintas cantidades. La linea
vertical muestra el intervalo de confianza al 95%. Letras dis-
tintas indican diferencias significativas al nivel 0,05.



Respuestas electroantenogrdficas de C. welensii y P. germani 101

1,20 4
1,00 ES [ £ T EH

0,80
0,60 -
0,40
0,20 1
0,00

Respuesta relativa (°/1)

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

1,40 -
T 1,20 T = T
'g 1,00
s 0,60 A L L
3
g 0,40 4
[oN
§ 0,20
0,00
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 5. Variacion de la respuesta relativa de C. welensii (izquierda) y P. germari (derecha) frente al estimulo estandar durante

cinco horas (medias + desviacion tipica).

cativa (En los dos casos, prueba «t» para pu=1: p>0,05;
Nerambyr = 85 Nprinovius = 9). En C. welensii todas las pre-
paraciones continuaron produciendo respuestas durante
mas de cinco horas, llegando a alcanzarse en alguna de
ellas las ocho horas. En P germari se registro respues-
ta al cabo de una hora mas en cuatro preparaciones de
las nueve empleadas encontrandose, ademas, respues-
tas al cabo de siete horas en una de las preparaciones.

Discusion

La aplicacion de la electroantenografia ha permitido
comprobar que los cerambicidos xiléfagos C. welensii
y P germari tienen capacidad para detectar olfativamen-
te determinadas sustancias volatiles, en particular el
(E)-2-hexenal y la esencia de trementina; el acido acé-
tico solo es percibido significativamente por la primera
especie. Las intensidades de respuesta encontradas en
las dos especies son comparables a las halladas en otros
cerambicidos, como Phoracantha semipunctata (0,71
mV para el canfeno y 0,49 mV para el o-pineno; 25 pl
al 50% v/v en aceite de parafina. Barata et al., 1992),
Anaglyptus subfasciatus (1 mV en las hembrasy 0,3 mV
en los machos) y Demonax transilis (1,6 mV en los ma-
chos y 0,3 mV en las hembras) (bencil acetato para am-
bas especies, 11 pl al 10% en hexano. Ikeda et al., 1993).

Considerando la clasificacion orientativa para res-
puestas de EAG establecida por Barata et al. (2000),
asi como las consideraciones de Struble y Arn (1984),
la respuesta media hallada frente a la sustancia mas es-
timulante de las tres en cada especie cabe considerar-
se, en C. welensii, alta [0,98 mV para el (E)-2-hexe-
nal], mientras que para P germari seria de tipo medio
(0,39 mV frente a la esencia de trementina).

Respecto al empleo de la electroantenografia como
base para el analisis de la respuesta olfativa de los in-

sectos frente a grupos amplios de sustancias volatiles,
los compuestos ensayados con los dos cerambicidos
originan respuestas inferiores a los 1-2 mV recomen-
dados por Roelofs (1984) para la seleccion de un com-
puesto como «estandar». No obstante, la intensidad de
las respuestas provocadas por el (£)-2-hexenal para
C. welensii y la esencia de trementina para P germari
hace que podamos considerar adecuadas tales sustan-
cias, en tanto se encuentran otras mas idoneas, para ser
empleadas como estimulos estandar. Dado que el com-
puesto estandar tiene utilidad unicamente como «refe-
rente interno» durante el desarrollo de una determina-
da serie experimental, para paliar problemas de
diferencia de respuesta entre ejemplares, asi como mer-
mas de respuesta en la misma preparacion con el trans-
curso del tiempo (Roelofs, 1984; Jyothi ef al., 2002;
Van Tol y Visser, 2002; Reinecke et al., 2005), el em-
pleo de un formulado comercial como la esencia de tre-
mentina —o cualquier otra mezcla con propiedades de-
finidas y estables— es perfectamente valido. Algunos
compuestos «estandar» empleados hasta el momento
con cerambicidos han sido: linalol y linalil acetato di-
sueltos en n-hexano con Anaglyptus subfasciatus (1ke-
da et al., 1993); a-pineno en hexano para Arhopalus
tristis (Suckling et al., 2001); incluso (E)-2-hexenal en
hexano con Phoracantha semipunctata (Barata, 1997).

La concentracion y cantidad de estimulo aplicado
influyen en la respuesta de EAG de C. welensiiy P ger-
mari. Estos factores, junto a otros relacionados con la
preparacion del insecto para las pruebas, contribuyen
a la determinacion de la duracidon de una preparacion
para este tipo de estudios. Las dos especies han mos-
trado un comportamiento tipico en la relacion con-
centracion-respuesta, sobre todo C. welensii, que mos-
tré respuestas de mayor intensidad. Dos aspectos se
suelen tener en cuenta para determinar la concentra-
cion optima del estimulo: por un lado el anélisis de la
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dispersion de valores en relacion a la respuesta media,
y por otro la posible saturacion de las antenas al au-
mentar la concentracion.

Respecto al primer criterio, se recomienda realizar
las pruebas de EAG a concentraciones que originen
una baja dispersion, que permita evidenciar diferen-
cias entre compuestos. La dispersion en las respuestas
halladas (porcentaje a partir del intervalo de confian-
za al 95%) fue, para C. welensii, =15% (concentracion
1:10) y <29% (concentracién 1:1); en P germari re-
sultdo mas elevada (= 25% para 1:10 y >52% para la
1:1). Van Tol y Visser (2002) encontraron que para el
curculidonido Otiorhynchus sulcatus las concentracio-
nes de estimulacion mayores al 1% (v/v) impedian la
adecuada recuperacion de la antena, por lo que se pro-
ducia una alta variabilidad en las respuestas; esta va-
riacion fue, para el (£)-2-hexenal, de =30% a la dosis
mas alta (10% v/v en aceite de parafina). En cuanto a
la cantidad de disolucion, la estimulacién con 20y 15
microlitros origino diferencias de respuesta bajas y no
significativa (8% en C. welensii y <17% en P. germa-
ri), lo que hace que no resulten preocupantes ligeras
variaciones en la toma de muestras segun la precision
de la pipeteadora automatica.

Asi pues, si se busca homogeneidad de respuestas,
la concentracion mas adecuada seria la proporcidon
1:10. Pero el hecho de que las respuestas frente a la
concentracion 1:1 resulten significativamente mayo-
res, unido a la existencia de cierta variabilidad in-
traespecifica dificil de evitar, y la comodidad de tra-
bajar con respuestas altas, aconsejan el empleo de
concentraciones elevadas para ambos insectos. Esta
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conveniencia se acentua para la especie P germari, cu-
yas respuestas tienden a ser mas discretas. La con-
centracion aconsejable (1:1) es superior a la emplea-
da para otros cerambicidos, como Anaglyptus
subfasciatus y Demonax transilis (linalol a dosis 1:10
en hexano; Ikeda et al., 1993); Phoracantha semi-
punctata [(E)-2-hexenal 10° ppm en hexano; Barata et
al., 2000]; Arhopalus tristis (o.-pineno al 10% en acei-
te de parafina; Suckling et al., 2001). Junto a dicha
concentracion, el empleo de la cantidad de 20 micro-
litros garantiza la obtencion de las respuestas mas ele-
vadas. Esta cantidad ha sido empleada normalmente
en nuestros estudios de EAG, esta en el rango gene-
ralmente manejado (Barata ef al., 2002) y ha sido ya
empleada por otros autores (Thiéry y Marion-Poll,
1998; Birkett et al., 2004).

La utilizacion conjunta de la informacion del es-
tudio del efecto de la concentracion y la cantidad de
estimulo, permite comprobar la existencia de satura-
cion de los receptores. Los valores obtenidos a par-
tir del estudio de ambos efectos permiten elaborar
una grafica orientativa, a escala real, de la relacion
entre la respuesta relativa de EAG y la cantidad de
estimulo estandar realmente aplicada en cada inyec-
cion (Fig. 6).

La figura 6 ofrece una referencia interesante sobre
el comportamiento de las respuestas en el rango de
concentraciones 1:10<> 1:1 (1,82 a 10 pl reales de
compuesto estimulante). Para ambas especies, el au-
mento de la respuesta a partir de la cantidad de 2,5
ul (1,25:10) se suaviza, continuando el incremento
hasta la cantidad de 10 ul (1:1). Aunque no tenemos
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Figura 6. Variacion de la repuesta de EAG de C. welensii (A) y P germari (B) en funcion de las cantidades de estimulo estandar
realmente aplicadas. Se reflejan los valores relativos respecto a la respuesta provocada por 20 pl de disolucion 1:1 (v/v) (10 pl rea-
les), asi como dos modelos: logistico [Y=a/(1 +e®~Y); R,=0,987 para C. welensii, y R*=0,980, para P. germari] e hiperbodlico
[Y=a*X/(b+X); R2=0,984 para C. welensii, y R>=0,930 para P. germari].
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datos de respuesta frente a cantidades superiores, los
modelos no lineales sugieren que la concentracion
1:1 se encuentra proxima a la concentracion de satu-
racion de la antena en las dos especies (el nivel de
respuesta relativa encontrada a la concentracion 1:1
estaria, seguin indican los parametros del modelo hi-
perbdlico, al 76% de la intensidad maxima en C. we-
lensii'y al =81% en P. germari; mientras que supera-
ria la maxima respuesta esperable segiin el modelo
logistico).

En estas circunstancias, el empleo de la maxima
concentracion (1:1) y la mayor de las cantidades de
mezcla estimulante (20 ul) podrian ayudar a reducir el
efecto de la variacion de la volatilidad de las sustan-
cias que se estudien, debido a que ligeras modifica-
ciones en la concentracion del estimulo en la region
proxima a la dosis 1:1 (Fig. 6) tendran un escaso re-
flejo en la respuesta. En esta situacion, diferencias de
volatilidad «equivalentes» a una reduccion de la con-
centracion en el rango 1:12a2,5:10 (10 a 5 ul realmente
aplicados de cada sustancia) originarian, presumible-
mente, una reduccion maxima de =20% en la respues-
ta de EAG de las dos especies.

Cada preparacion de EAG para las especies C. we-
lensiiy P germari puede ser empleada durante un tiem-
po de al menos cinco horas. Las mermas en las res-
puestas halladas al cabo de este tiempo (10% para
P germariy 11% en C. welensii) no resultaron signi-
ficativas. El principal problema encontrado durante el
transcurso de las sesiones fue la evaporacion de la so-
lucion salina en el electrodo registrador; pero puede
ser subsanado depositando una gota de solucion en su
abertura terminal, lo cual permite su rellenado rapido
por capilaridad. La duracién de preparacion obtenida
es comparable a la encontrada por Barata et al. (2000)
para P semipunctata (seis horas) y muy por encima de
las 1-2 horas para Leptinotarsa decemlineata a partir
de antenas escindidas (Weibbecker et al., 1997). Con
la duracion obtenida se puede estudiar la respuesta de
la misma preparacion frente a un amplio abanico de
volatiles (hasta 40, segtn la frecuencia de estimula-
cion); y también pueden afrontarse pruebas CG-EAD,
que llegan a exigir en algunos casos el empleo de la
misma preparacion durante un tiempo de hasta cinco
horas (Barata, 1997).

El analisis de la respuesta de EAG de ambos ce-
rambicidos, en combinacidon con el conocimiento del
perfil de emision del arbolado, permite establecer un
avance en la interpretacion sobre la relevancia de la
estimulacion olfativa en la seleccion de hospedantes.

Los compuestos GLV resultan los volatiles predomi-
nantes en las emisiones de angiospermas arbdreas
(Zhang y Schlyter, 2004). El (£)-2-hexenal resulto muy
estimulante para C. welensii y P germari, aunque no
se ha encontrado en sus hospedantes principales (Kes-
selmeier y Staudt, 1999; Mannschreck et al., 2002;
Staudt et al., 2004; Pio et al., 2005); esto sugiere la
posibilidad de que su deteccion contribuya a la dis-
criminacion entre potenciales hospedantes y no hos-
pedantes, tal y como apuntd Barata (1997) para Pho-
racantha semipunctata y encontraron Suckling et al.
(2001) para Arhopalus tristis.

La percepcion de la trementina indica también una
percepcion individualizada de sus principales mono-
terpenos constituyentes (o.-pineno y B-pineno), hecho
constatado en pruebas de EAG con estas especies (da-
tos de los autores, sin publicar). Dada la gran rele-
vancia de tales monoterpenos en la emision foliar de
Q. ilexy Q. suber (Staudt et al., 2004; Pio et al., 2005),
asi como la conocida actividad cairomonal de la tre-
mentina y el oi-pineno sobre algunas especies de Ce-
rambycidae propias de coniferas (Waage y Hedin,
1990; Allison et al., 2004; Miller, 2006), se abre un
interesante campo de estudio sobre la influencia que
la percepcion de tales sustancias podria tener en la
seleccion de hospedantes por parte de C. welensii y
P germari.

En cuanto al acido acético, no se deberia minimizar
el posible significado de su deteccidon a pesar de sus
bajas respuestas de EAG asociadas, especialmente en
el caso de C. welensii (la especie que muestra mayor
capacidad colonizadora; Lopez et al., 2004). Esto se
debe a que tan importante como el compuesto en si
puede serlo su tasa de emision y las proporciones res-
pecto a otros volatiles, de modo que compuestos que
provocan respuestas de EAG débiles podrian, no obs-
tante, afectar al comportamiento (Wadhams, 1990; Ba-
rata, 1997; Asaro et al., 2004).

El comportamiento olfativo mostrado por C. we-
lensii y P. germari en las pruebas electroantenogra-
ficas realizadas debe servir de base para el plantea-
miento de futuros trabajos, que profundicen en el
analisis de su sensibilidad olfativa. Junto a estos ana-
lisis se deben realizar estudios sobre la influencia
que los volatiles detectados significativamente en las
pruebas de EAG ejercen sobre el comportamiento de
estos insectos. Este tipo de estudios proporcionaria
una valiosa informacién, que podria tener aplicacion
en el control integrado de poblaciones de estas es-
pecies.
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