
Introducción

La electroantenografía (EAG) es una técnica electro-
fisiológica que permite medir la respuesta global, de
naturaleza eléctrica, de las células receptoras de la ante-
na de un insecto frente a un estímulo (Schneider, 1969;

Wadhams, 1992; Gullan y Cranston, 2000); esta técnica
se aplica en la actualidad con éxito en coleópteros de la
familia Cerambycidae (Liendo et al., 2005; Hall et al.,
2006; Fan y Sun, 2007; Sánchez-Osorio et al., 2007). La
respuesta de EAG surge como una variación de voltaje
entre la base y el extremo de la antena, originada por la

Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria (INIA) Investigación Agraria: Sistemas y Recursos Forestales 2009 18(2), 140-151
Disponible on line en www.inia.es/srf ISSN: 1131-7965

Variabilidad intraespecífica de la respuesta electroantenográfica
en Cerambyx welensii Küster (Coleoptera, Cerambycidae).

Influencia de factores anatómicos, fisiológicos y experimentales

I. Sánchez-Osorio*, R. Tapias, L. Domínguez, G. López-Pantoja
Departamento de Ciencias Agroforestales. Escuela Politécnica Superior, Universidad de Huelva.

Carretera de Palos de la Frontera s/n, 21.819, Palos de la Frontera, Huelva.

Resumen

En este trabajo se estudia la variabilidad intraespecífica de la respuesta electrantenográfica de Cerambyx welensii. No
se han encontrado diferencias de respuestas entre sexos, ni entre el tipo de solvente empleado, hexano o aceite de parafi-
na; pero sí se encontró variabilidad entre individuos (0,92 mV ± 0,6. Media ± DT) frente al (E)-2-hexenal (50% v/v). Más
del 68% de esta variabilidad pudo ser explicada considerando tres factores: la aptitud previa de los insectos, su estado fisio-
lógico (vigor en el momento del estudio) y el diámetro en punta fina del capilar del electrodo de referencia. Las caracte-
rísticas anatómicas de los individuos no influyeron sobre su respuesta electroantenográfica. La variabilidad de respuesta
intraespecífica encontrada en C. welensii puede distorsionar la caracterización del comportamiento olfativo de esta espe-
cie, por lo que es deseable realizar las pruebas electroantenográficas a partir de insectos obtenidos en condiciones contro-
ladas o bien estandarizar las respuestas a partir de un estímulo estándar, además de normalizar el diámetro del capilar del
electrodo de referencia.
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Abstract

Intraspecific variability of olfactory responses in Cerambyx welensii Küster (Coleoptera, Cerambycidae). Influence
of anatomical, physiological and experimental factors

Intraspecific variability of EAG responses in Cerambyx welensii has been studied. We have not found significant differ-
ences of EAG responses neither between sexes nor types of solvent, paraffin oil and hexane, but there was a highly signif-
icant variability of responses between individuals (0,92 mV± 0,6. Mean ± DT) to (E)-2-hexenal (50% v/v). More than 68%
of individual variability can be explained by the combination of the previous aptitude of insects, its physiological state
(vitality at the moment of study) and the capillary’s diameter in the reference electrode. Anatomical features of the indi-
viduals had not influence in the response. In order to avoid or minimize the effect caused for this variability, it is advisable
to carry out EAG tests with insects obtained under controlled conditions. In other case, the EAG responses must be stan-
dardized using a standard stimulus, as well as to homogenize the tip diameter of the reference electrode.
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despolarización rápida de las membranas de sus recepto-
res tras la recepción del estímulo. Como consecuencia, la
línea base de la respuesta de EAG (lectura del potencial
en reposo) experimenta una caída de potencial, seguida
de una recuperación más lenta hasta el nivel de base
(Nagai, 1981; Roelofs, 1984; Park et al., 2002). Esta
caída de potencial se puede registrar, empleando un
ordenador personal que actúa como osciloscopio, gra-
cias a la continuidad eléctrica establecida entre la hemo-
linfa de la antena y una solución salina confinada en dos
capilares de vidrio que se emplean como electrodos.

La respuesta de los insectos en las pruebas de EAG
puede verse afectada por variables de distinta naturaleza:
experimentales (estímulo, dosis, diámetro del capilar,
entre otros), ambientales (temperatura durante el ensa-
yo), dependientes de la propia especie o individuo, así
como otras no bien determinadas aún (Roelofs, 1984;
Syntech, 1998). Dentro de los factores relacionados con
las diferencias entre individuos, hay que diferenciar
aquellos que les son inherentes (relacionados con su
constitución genética) de otros asociados al estado del
ejemplar en el momento del ensayo (madurez sexual,
edad, vigor). Así, se han sugerido diferencias de sensibi-
lidad olfativa entre individuos de diferente procedencia y
vitalidad, como ocurre en el curculiónido Otiorhynchus
sulcatus (Van Tol y Visser, 2002), o con diferente grado
de madurez sexual, lo que se constató para el crisoméli-
do Leptinotarsa decemlineata (Dickens, 2000); también
se han hallado diferencias de sensibilidad a lo largo del
tiempo así como entre antenas del mismo ejemplar den-
tro de la familia Cerambycidae, como sucede en Hylo-
trupes bajulus (Weisbecker et al., 2004).

La diferencia de respuesta olfativa entre sexos es una
cuestión variable según la especie estudiada y el estímulo
considerado. Entre los cerambícidos, en algunas especies
como Phoracantha semipunctata o Steirastoma breve no
se ha encontrado tal diferencia al estudiar compuestos
volátiles de sus plantas hospedantes (Barata et al., 2000;
Liendo et al., 2005); tampoco se encontraron en Anoplo-
phora glabripennis frente a productos sintéticos imitado-
res de la feromona masculina (Zhang et al., 2002). En
cambio, Ikeda et al. (1993) sí encontraron grandes
diferencias entre machos y hembras en Anaglyptus
subfasciatus y Demonax transilis frente a compuestos
volátiles de flores que ambas especies frecuentan.

Cerambyx welensii es uno de los principales insectos
xilófagos de encinas (Quercus ilex) y alcornoques
(Quercus suber) en Andalucía Occidental (España). Las
propuestas más recientes para el control integrado de
sus poblaciones apuestan por estrategias basadas en la

aplicación de los compuestos semioquímicos para el
seguimiento o la captura masiva, entre otros objetivos
(Navarro et al., 2004; Sánchez-Osorio et al., 2005). La
electroantenografía proporciona valiosa información
sobre el abanico de sustancias percibidas por los
insectos a través de su olfato, y permite estimar el nivel
de sensibilidad de tal percepción. Por ello constituye
una herramienta básica para abordar este tipo de estu-
dios. En las primeras pruebas de EAG de C. welensii se
han encontrado grandes diferencias de respuesta entre
individuos (Sánchez et al., 2004) que pueden dificultar
la correcta caracterización del comportamiento olfativo
de esta especie. En este contexto, los objetivos del pre-
sente trabajo son los siguientes: 1) determinar si existen
diferencias en la aptitud previa de los individuos de C.
welensii para la respuesta de EAG, 2) analizar el
comportamiento en las pruebas de EAG según el sexo,
y 3) determinar el grado de influencia sobre la variabi-
lidad de respuestas entre individuos de algunos paráme-
tros experimentales, anatómicos y fisiológicos.

Material y métodos

Insectos

Se ha trabajado con un total de 27 insectos. La mayo-
ría de ellos (25) se capturaron en campo durante el perí-
odo de vuelo (mayo – julio de 2004), en una dehesa de
alcornoque (término municipal de Almonte, Huelva,
España), mientras que dos ejemplares se capturaron
antes de su emergencia a partir de ramas caídas (térmi-
no municipal de Monesterio, Badajoz, España). Por lo
tanto se desconocía la edad y el vigor de la mayoría de
los ejemplares. Cada individuo se mantuvo en un reci-
piente de plástico de 20x20 cm en laboratorio, provisto
de un vial con agua azucarada (4%) para su alimenta-
ción, a temperatura y humedad ambientales del labora-
torio y en penumbra.

Obtención de respuestas electroantenográficas

Para la obtención de las respuestas de EAG se siguió
un procedimiento similar al empleado por Barata
(1997), adaptado a esta especie según Sánchez-Osorio
et al. (2006). Las respuestas de EAG fueron amplifica-
das y registradas mediante el sistema USB-IDAC y el
programa Autospike-32 (Syntech©, Hilversum, Holan-
da). Los parámetros empleados para la adquisición de la
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señal fueron los establecidos por Sánchez-Osorio et al.
(2006).

Para el estudio de EAG se emplearon insectos comple-
tos y se utilizaron electrodos capilares de vidrio, estirados
manualmente, con filamento de plata y solución salina
(KCl 0,1 N). El electrodo registrador se colocó recubrien-
do el extremo intacto (mitad apical) del undécimo seg-
mento de la antena, y el electrodo de referencia se insertó
a través de la membrana intersegmental entre el escapo y
el pedicelo. Tras la medición de la respuesta, los capilares
empleados en el electrodo de referencia fueron extraídos
de la antena cuidadosamente, midiéndose su diámetro en
punta fina con la ayuda de un ocular micrométrico.

La disolución estimulante empleada, en adelante estí-
mulo estándar, consistió en 20 microlitros de (E)-2-hexe-
nal (pureza del 98%; Sigma-Aldrich) al 50% (v/v) en dos
tipos de solvente: hexano y aceite de parafina. Esta con-
centración asegura la respuesta de todos los individuos
pero sin que se produzca saturación antenal (Sánchez et
al., 2004; Sánchez-Osorio et al., 2007). El (E)-2-hexenal
es un “volátil de hojas verdes” (“Green Leaf Volatil” o
“GLV”) de amplia presencia en los vegetales, que ha sido
detectado como compuesto volátil cortical de Quercus
robur (Vrkocova et al., 2000), uno de los robles hospe-
dantes de C. welensii (Vives, 2000), y ha sido empleado
ya como estímulo estándar en el cerambícido Phoracan-
tha semipunctata (Barata, 1997). La mezcla estimulante
se aplicó sobre una tira de papel de filtro Whatman nº 1
(50 x 5 mm), que fue introducida en una pipeta Pasteur de
vidrio. Tras la aplicación de la mezcla en el papel de fil-
tro, se dejó evaporar el solvente durante un tiempo apro-
ximado de 5 minutos (Brockerhoff y Grant, 1999).

La inyección control empleada (variable Vcontrol)
contenía únicamente 20 microlitros del solvente, mien-
tras que la inyección en blanco (variable Vseco) consis-
tió en una pipeta Pasteur provista de papel Whatman
limpio. En todos los casos la aplicación del estímulo se
efectuó manualmente mediante una jeringa de plástico,
empleando un volumen de aire de 10 mililitros. La fre-
cuencia de aplicación osciló entre 15 y 60 segundos,
suficiente para evitar la saturación de la antena (Sán-
chez et al., 2004; Sánchez-Osorio et al., 2007).

La identificación previa de observaciones aberrantes
para las distintas series de datos se efectuó a partir del
método de Grubbs (Dagnelie 1998). El procesado esta-
dístico se realizó mediante el software SPSS©.11.5, salvo
los análisis mediante métodos robustos, para los cuales se
empleó el programa R (GNU Operating System Free
Software Foundation, www.gnu.org/); en ambos casos se
consideró un nivel de significación α=0,05.

Aptitud previa de los insectos y variabilidad
de respuestas entre sexos

Dada la procedencia de los insectos era de esperar la
falta de homogeneidad en su estado fisiológico, y con
ello en su aptitud inicial de cara a las pruebas de EAG.
El análisis de covarianza (ANCOVA) permite, conside-
rando como covariable la respuesta al control (Vcon-
trol), poner de relieve tal heterogeneidad (García, 1998).
Se planteó de esta manera un diseño experimental fac-
torial con dos factores (sexo y solvente), y la covariable
Vcontrol. Los insectos empleados (16 individuos) se
repartieron en dos grupos según el solvente utilizado:
hexano (grupo He. Nmachos= 4, Nhembras= 4) o aceite de
parafina (grupo Pa. Nmachos= 4, Nhembras= 4). La variable
descriptiva de la respuesta de EAG de cada insecto fue
la respuesta total media (sin restar la respuesta al con-
trol) para una serie de nueve estimulaciones (excepcio-
nalmente, siete). Las medias marginales obtenidas
mediante estimación clásica se acompañaron de dos
estimaciones robustas, con el fin de obtener el valor del
parámetro de posición más ajustado a la dispersión de
las respuestas de los individuos. Para ello se empleó la
media 0,1-recortada, que se encuentra en el módulo
base del programa R, así como el M-estimador de
Huber, calculado mediante la librería “robustbase”
(Rousseeuw et al., 2009). La influencia del sexo y el
solvente se analizó mediante la Generalización robusta
del test de Welch, a partir de la librería “Rallfun-v9”
(Wilcox, 2005).

Variabilidad de respuestas entre individuos

Para este análisis se emplearon los mismos 16 ejem-
plares de la prueba anterior. El contraste de hipótesis
entre respuestas medias se realizó mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, a partir de las respuestas netas (restada la
respuesta al control) para las series de estimulaciones
descritas en el apartado anterior. Junto con la respuesta de
EAG, se midieron las variables experimentales, anatómi-
cas y fisiológicas que se consideraron mejores exponen-
tes de las diferencias encontradas tanto entre los insectos
estudiados como en las condiciones de experimentación
(tabla 1). El estudio de la influencia de estas variables
sobre la variabilidad de respuestas de EAG se realizó ana-
lizando la matriz de correlaciones (RPearson), en la cual
tanto la respuesta neta de EAG como la respuesta al con-
trol se transformaron mediante la función raíz cuadrada
(Rai_EAGn y Rai_Vcon respectivamente).
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Modelos explicativos de la variabilidad
de respuestas entre individuos

Para analizar la contribución de los parámetros cita-
dos a la variabilidad de respuestas entre individuos se
emplearon métodos estadísticos multivariantes. Como
método exploratorio inicial se aplicó un análisis facto-
rial por componentes principales (n=26), que incluyó
también la variable Vcontrol. En el modelo final sólo se
consideraron los componentes con valor propio mayor
que uno, adoptándose la solución dada tras aplicar una
rotación de tipo “varimax“. La selección de variables
integrantes del modelo final se efectuó considerando las
correlaciones entre la variables, los resultados de las
pruebas de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) y de esfericidad
de Bartlett, las tablas de comunalidades y los valores de
la matriz de correlaciones anti-imagen.

A partir de los resultados del análisis factorial se rea-
lizó un análisis de regresión lineal (n=21-27). En primer
lugar se efectuó un análisis de regresión lineal simple
con cada variable significativamente correlacionada con
la respuesta de EAG; posteriormente se efectuaron dos
análisis de regresión lineal múltiple, uno para el conjun-
to de estas variables y otro a partir de las nuevas varia-
bles definidas por el modelo factorial final.

Tras el análisis de regresión se realizó un análisis de
conglomerados con el fin de identificar grupos de indi-
viduos con respuestas significativamente diferentes.
Los conglomerados se formaron a partir de variables
independientes, ya fueran individuales o en grupo, par-
ticipantes en modelos de regresión significativos. El
establecimiento de los conglomerados definitivos se
llevó a cabo comparando las soluciones arrojadas por
los métodos jerárquicos de Ward y Centroides (estiman-

do la similitud mediante la distancia euclídea al cuadra-
do) y el no jerárquico Análisis de Conglomerados de K-
medias.

Resultados

Aptitud previa de los insectos y variabilidad
de respuestas entre sexos

El rango de respuestas encontrado para el grupo de
insectos estudiado fue bastante amplio, variando la
media total por insecto frente al estándar entre 0,22mV
± 0,07 y 2,38mV ± 0,2 (media ± DT), y entre 0 y 0,31
mV ± 0,02 (media ± DT) frente al control (tabla 2). Pero
el conjunto de respuestas de cada individuo resultó muy
homogéneo, encontrándose un valor medio para los coe-
ficientes de variación de las respuestas de todos los
insectos del 18,6 % ± 7,9 (media ± DT). El efecto de la
covariable Vcontrol resultó muy significativo (ANCO-
VA: F= 18,433; p= 0,001) lo que refuerza la hipótesis
inicial sobre la aptitud desigual entre los individuos de
cara a las pruebas de EAG.

La disparidad de respuestas de EAG encontradas
(CVhembras= 63,03 %; CVmachos = 50,53 %. Valores
medios de los dos grupos. Tabla 2) hace que tal variable
no siga una distribución normal. En estas condiciones,
una estimación robusta para la respuesta media de EAG,
y preferentemente la dada por el M-estimador de Huber
(tabla 2), se considera la más adecuada (García, 2002).
Las diferencias de respuesta media no resultaron, sin
embargo, significativas entre sexos, entre tipos de sol-
vente ni para la interacción sexo*solvente (Generaliza-
ción robusta del test de Welch aplicada a las medias 0,1-

Tipo de parámetro Descripción Rango Variable Transformación

Temperatura del laboratorio al inicio de la sesión de EAG (ºC) 23-32,9 Temp No
Experimental Diámetro en punta fina del capilar del electrodo de referencia (µm) 70-270 Capi No

Anchura de la línea base de la respuesta de EAG (mV) 0,04-0,6 Lg_lib Logaritmo decimal

Longitud mandíbulas-extremo del élitro (cm) 2,73-5,26 Longit No
Anatómico Longitud total de la antena derecha (cm) 2,99-8,43 Lg_ant Logaritmo decimal

Ancho del pronoto en la zona próxima al mesonoto (cm) 0,72-1,49 Ancho No

Peso en el momento de EAG (gr) 0,53-4 Peso No
Días de supervivencia tras la captura 4-171 Lg_scap Logaritmo decimal

Fisiológico
Días de supervivencia tras la prueba de EAG 1-49 Lg_seag Logaritmo decimal
Días de retraso en el estudio de EAG tras la captura 1-137 Lg_ret Logaritmo decimal
Cociente longitud del insecto /peso 1,24-5,15 Lon_P No
Cociente peso/ancho del pronoto 1,10-4,29 An_P No

Tabla 1. Parámetros considerados en el análisis de la variabilidad de respuestas de EAG entre individuos
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recortadas: F= 2,280; p= 0,171; F= 2,613; p= 0,146; y
F= 0,126, punto crítico= 7,505. Para sexo, solvente y
sexo*solvente respectivamente).

La respuesta al control representó un 13,4% de la res-
puesta total frente al estímulo estándar, presentando
ambas variables una correlación positiva elevada y muy
significativa (RPearson= 0,762; R2= 0,53; p=0,01. n=16.
Variables transformadas por la función raíz cuadrada).
Por otra parte, la inyección en blanco originó respuestas
de 0,06 mV ± 0,05 (media ± DT, n=8), valor que no
resultó significativamente diferente al obtenido con
cada solvente (prueba “t” de Student, n=8 en cada caso:
t=-1,767; p= 0,099; t=-1,754, p= 0,101. Grupo He y
grupo Pa respectivamente).

Variabilidad de respuestas entre individuos

Las diferencias encontradas entre individuos resulta-
ron altamente significativas para el global de los insec-
tos (Kruskal-Wallis: χ2= 125,90; p < 0,001. n=16).
Entre las variables estudiadas que podrían tener influen-
cia sobre tal variabilidad, sólo cuatro (Capi, Log_ret y
Lg_lib y Lon_P) presentaron correlaciones significati-
vas con la respuesta de EAG, resultando tal correlación
negativa para la primera y positivas para las demás
(tabla 3).

Entre algunas variables independientes también se
encontraron correlaciones significativas, destacando las
que presentaron la respuesta al control y la anchura de

la línea base (Rai_Vcon <> Lg_lib), así como las encon-
tradas entre las variables relacionadas con el peso del
insecto (Peso, An_P y Lon_P) y su supervivencia tras la
prueba de EAG (Lg_seag) (tabla 3).

Modelos explicativos de la variabilidad
de respuestas entre individuos

El modelo factorial resultante permitió reducir el
grupo de variables inicial a sólo 3 componentes, es decir
tres nuevas variables aportadas por el modelo mediante
combinaciones de las originales, que explicaron el 82,9
% de la varianza total (tabla 4). El componente 1 quedó
representado por variables relacionadas con el estado
fisiológico del individuo en el momento del estudio de
EAG, correspondiendo la mayor carga a la variable
Lg_seag; por lo tanto se denominó “Vigor “ (Vig). El
componente 2 se vinculó fuertemente con la anchura de
la línea base de la respuesta, teniendo una elevada pre-
sencia la respuesta al control; por ello se denominó
“aptitud previa“ (Apti). El componente 3 quedó deter-
minado por la tardanza en efectuarse el estudio de EAG
tras la captura del insecto, por lo cual se denominó
“retraso del estudio“ (Retra).

Se excluyeron del modelo las variables implicadas en
correlaciones no significativas, o significativas pero
irrelevantes (por ejemplo: Longit <> Temp), así como
otras fuertemente correlacionadas entre sí o con otra
variable (Peso, An_P y Lon_P).

Respuesta de EAG frente al estándar (mV)

Estimación clásica Estimacion robusta

Vcontrol
(mV)Sexo Solvente N

M ± DT CV (%) M 0,1-rec ± DT 0,1-rec * MHuber (NMAD) M c ± DT

M/Mc

Parafina 4 1,30 ± 0,82 63,1 1,31 ± 0,52 1,26 (0,74) 0,11 ± 0,05 11,82

Hexano 4 0,95 ± 0,36 37,9 0,95 ± 0,22 0,95 (0,36) 0,20 ± 0,06 4,75Machos

Total 8 1,13 ± 0,62 54,9 1,13 ± 0,27 1,07 (0,64) 0,15 ± 0,07 7,54

Parafina 4 0,98 ± 0,62 63,3 0,98 ± 0,39 0,98 (0,72) 0,14 ± 0,13 7,00

Hexano 4 0,43 ± 0,27 62,8 0,43 ± 0,17 0,34 (0,19) 0,05 ± 0,04 8,60Hembras

Total 8 0,70 ± 0,53 75,7 0,7 ± 0,24 0,61 (0,40) 0,09 ± 0,10 7,78

Parafina 8 1,14 ± 0,70 61,4 1,14 ± 0,31 1,11 (0,76) 0,12 ± 0,09 9,50
Total

Hexano 8 0,69 ± 0,60 86,9 0,69 ± 0,18 0,67 (0,47) 0,12 ± 0,10 5,75

Tabla 2. Estimaciones clásica y robusta para las respuestas totales de EAG frente al estándar, y respuesta frente al control
(Vcontrol). M= media; DT= desviación típica; CV= coeficiente de variación; M0,1-rec= media 0,1-recortada; DT0,1-rec=
desviación típica para la media 0,1-recortada; MHuber= M-estimador de Huber; NMAD= Desviación absoluta mediana
estandarizada; Mc= respuesta media frente al control

* Diferencias de medias 0,1-recortadas no significativas. Generalización robusta del test de Welch: F= 2,280; p= 0,171; F= 2,613; p= 0,146;
y F= 0,126, punto crítico= 7,505. Para sexo, solvente y sexo*solvente.
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Los resultados de los análisis de regresión lineal sim-
ple para las variables correlacionadas con la respuesta
de EAG se muestran en la tabla 5.

El diámetro del capilar (Capi) fue la variable que
explicó la mayor proporción de variabilidad de respues-
tas (27,8%). El mejor de los modelos de regresión line-
al múltiple a partir de las tres variables, sin que existie-
ran problemas de colinealidad, lo integraron las
variables Capi y Lg_ret (44,4% de variabilidad explica-
da). Considerando las nuevas variables resultantes del
análisis factorial (Vig, Apti y Retra), el modelo de regre-
sión múltiple obtenido explicó la mayor variabilidad de
las respuestas de EAG (68,8%) (tabla 5).

El análisis de conglomerados a partir de las varia-
bles Capi, Lg_lib y Lg_ret consideradas individualiza-
damente (tabla 6), permitió identificar, en primer
lugar, un grupo de insectos estudiados con capilares de
diámetro comprendido entre 170 y 190 µm, cuya res-

puesta media resultó inferior al resto (más del 60%)
(Kruskal-Wallis: χ2= 6,463; p= 0,039; seguido de
Mann-Whitney aplicado a tres grupos, U= 9,5 y U= 4;
p<0,05). Por otra parte, se encontró que en los ejem-
plares que presentaron una anchura de la línea base de
la respuesta superior a 0,3 mV se originaban respues-
tas significativamente mayores que en el resto (~78%)
(Kruskal-Wallis: χ2=7,713; p= 0,021; seguido de
Mann-Whitney aplicado a tres grupos, U= 13,5 y U=
13; p<0,05). Por último se detectó que los dos ejem-
plares que fueron más tardíamente sometidos al estu-
dio de EAG presentaron una respuesta significativa-
mente superior (más de 2,5 veces) a la de los demás
(Prueba “t” de Student entre las medias de dos grupos
y el valor “µ0=1.34”, respuesta transformada media de
los dos ejemplares del tercer grupo: t= -9,516 y t= -
6,741; p<0,001 en los dos casos).

Considerando las tres variables definidas a partir
del análisis factorial, el agrupamiento más adecuado
según el método K-Medias fue el constituido por cua-
tro conglomerados. En estos conglomerados se encon-
traron respuestas medias de EAG significativamente
diferentes (Kruskal-Wallis, χ2=13,905; p=0,003;
n1=7, n2=3, n3=6 y n4=10. Figura 1). Los dos conglo-
merados con mayor respuesta (Conglomerado 1: 1,18
mV; Conglomerado 2: 1,58 mV) quedaron integrados
por insectos vigorosos, con aptitud previa media-alta
y retrasos en el estudio también elevados. La respues-
ta absoluta para el conglomerado de insectos menos
vigorosos (Conglomerado 3: 0,33 mV) resultó signifi-
cativamente menor que las de los demás grupos
(Mann-Whitney entre pares, p<= 0,025; n1=7, n2=3,
n3=6 y n4=10).

Correlación RPearson Correlación RPearson

Rai_EAGn <> Rai_Vcon 0,762** Lg_scap<> Lg_ret 0,537**
Rai_EAGn <>Lg_lib 0,455** Lg_scap <> Lg_seag 0,649***
Rai_EAGn <> Capi -0,527** Lg_scap <> Peso 0,388*

Rai_EAGn <> Lg_ret 0,398* Lg_seag <> Peso 0,596**
Rai_EAGn <> Lon_P 0,648* Lg_seag <> Lon_P -0,718*

Lg_lib <> Capi -0,513** Lg_seag <> An_P 0,880**
Rai_Vcon <> Lg_lib 0,443* Peso <> Longit 0,682*

Lon_P <> An_P -0,866** Peso <> Lon_P -0,957***
Longit <> Ancho 0,653* Peso <> An_P 0,829**

Tabla 3. Correlaciones significativas (RPearson) para la respuesta neta de EAG (Rai_EAGn), la respuesta al control (Rai_Vcon) y
los parámetros potencialmente influyentes en la variabilidad de respuestas entre individuos. Las variables se identifican según se
describió en la tabla 1

(*). Indica correlación significativa, α= 0.05. (**). Indica correlación muy significativa, α= 0.01. (***). Indica correlación altamente signifi-
cativa, α= 0.001.

Variables Componentes
1 2 3

Log_seag 0,911 0,076 0,068
Capi 0,712 -0,506 -0,085

Log_scap 0,683 0,191 0,597
Log_lib -0,121 0,913 -0,195

Rai_Vcon 0,149 0,734 0,342
Log_ret 0,013 -0,009 0,969

Tabla 4. Matriz de componentes rotados. Normalización Vari-
max con Kaiser. Extracción por análisis de componentes prin-
cipales, varianza total explicada: 82,9%. Variables tipificadas
según se describió en la tabla 1
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Discusión

La respuesta de EAG de un insecto para un determi-
nado compuesto es relativamente uniforme si las condi-
ciones de estimulación no se alteran; pero puede variar
entre insectos distintos y resultar afectada, además, por
algunas condiciones experimentales, como la tempera-
tura, flujo de aire o estimulaciones previas (Roelofs,
1984, Cork et al., 1990). Este comportamiento en prue-
bas de EAG se ha citado para diversas especies, desde
pulgones como Aphis fabae (Park y Hardie, 1998) hasta
lepidópteros como Lobesia botrana (Struble y Arn,
1984), para la cual se han encontrado respuestas varia-
bles entre 1 y 11,4 mV (media de 3,5 mV), atribuidas a
la preparación de la antena más que a sus características
(Struble y Arn, 1984).

Las respuestas totales obtenidas en C. welensii frente
al estándar (E)-2-hexenal (50% v/v) fueron muy varia-
bles (0,92 mV; CV=65%). Esta variabilidad de respues-
tas entre individuos resultó altamente significativa y
puede englobar la influencia del sexo, del compuesto
solvente empleado en la elaboración del estímulo están-
dar así como de otros factores que intervienen en la res-
puesta final de EAG. La respuesta media de C. welensii
se puede considerar elevada (Barata et al., 2000). Así,
entre los cerambícidos, las respuestas medias de EAG
obtenidas han oscilado entre los 0,279 mV (CV= 65%)
para P. semipunctata frente al cineol a la concentración
1:10 en aceite de parafina (Barata, 1997) y los 15,5 mV
(CV=19%) de las hembras de S. breve frente a extractos
protorácicos de machos (Liendo et al., 2005). En otros
coleópteros se han encontrado respuestas de magnitud

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

Modelo a Variables independientes N RPearson R2 R2
corregida p-valor Durbin-Watson

1 b Capi 26 -0,527 0,278 0,248 0,006 2,367
2 c Lg_lib 27 0,455 0,207 0,175 0,017 1,887
3 d Lg_ret 27 0,398 0,159 0,125 0,040 1,956
4 e Capi + Lg_ret 26 0,666 0,444 0,396 0,001 2,474
5 f Vig + Apti + Retra 26 0,829 0,688 0,645 <0,001 2,480

a Variable dependiente: Rai_EAGn. b Y=1,368-0,004Capi. c Y=1,232+0,614Lg_lib. d Y=0,673+0,209Lg_ret. e Y=1,189-0,004Capi+0,211Lg_ret.
f Y=0,843-0,071Vig+0,175Apti+0,134Retra.

Tabla 5. Modelos de regresión lineal simple y múltiple para las variables significativamente correlacionadas con la respuesta de
EAG, y para las nuevas variables definidas en el análisis factorial. Sólo se recogen los modelos de regresión significativa para
α= 0,05 (en el caso de Lon_P: p=0,059). Las variables se identifican según se describió en la tabla 1, excepto en el caso de Vig
(=vigor), Apti (= aptitud previa) y Retra (=retraso en el estudio de EAG)

EAGn (mV)
Variable Conglomerado N

Centro
conglomerado

Amplitud
conglomerado Media DT

1 7 87,14 70 a 100 0,92 a 0,45

2 14 128,21 110 a 150 0,88 a 0,56Capi
(micras)

3 5 185 170 a 195 0,35 b 0,22

1 10 0,14 0,12-0,16 0,61 0,68

2 9 0,23 0,18-0,28 0,66 a 0,29Lg_lib
(mV)

3 8 0,41 0,3-0,66 1,09 b 0,36

1 13 2,54 1-4 0,65 0,34

2 12 11,08 6-36 0,72 a 0,46Lg_ret
(días)

3 2 134,5 133-136 1,85 b 0,83

Tabla 6. Conglomerados de individuos formados a partir del diámetro del capilar de referencia (Capi), anchura de la línea
base de la respuesta de EAG (Lg_lib) y tiempo transcurrido entre la captura y el estudio de EAG (Lg_ret). EAGn= respuesta
neta media
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mulación consideradas. El tiempo permitido para la
evaporación del solvente ha permitido seguramente su
eliminación completa en el caso del compuesto volátil
(hexano) (Brockerhoff y Grant, 1999). En esta situa-
ción, la respuesta total de EAG en C. welensii frente al
estímulo estándar se puede considerar debida en su
mayor parte (87%) a la estimulación olfativa provocada
por el propio compuesto estudiado; el porcentaje restan-
te sería debido, a partes iguales (6,5%), a la estimula-
ción olfativa causada por el solvente y a la estimulación
de receptores no olfativos (higro-térmicos y/o mecáni-
cos, individual o conjuntamente). En otros insectos se
ha sugerido ya el gran peso en la respuesta al control de
otros receptores no químicos, como en el díptero Luci-
lia cuprina (Park y Cork, 1999), y se ha demostrado en
H. grandella, donde la inyección en blanco originó,
incluso, respuestas superiores al control con hexano
(Maia et al., 2000). El efecto significativo de la respues-
ta al control en el análisis de covarianza (ANCOVA),
indica que tal variable puede revelar la aptitud previa de
los insectos para las pruebas de EAG, aptitud que resul-
tó desigual en C. welensii.

Aunque la respuesta media de los machos superó en
más del 61% a la de las hembras, tal variación no resul-
tó significativa. Entre los cerambícidos estudiados
mediante esta técnica, las diferencias de respuesta entre
sexos varían con la especie, y cabe suponer que también
podría influir el tipo de compuesto (como ocurre para
las feromonas sexuales). En P. semipunctata no se han
encontrado diferencias entre sexos para un amplio aba-
nico de sustancias (Barata, 1997), y tampoco se han
encontrado en S. breve frente a compuestos volátiles de
ramas de la planta del cacao (Liendo et al., 2005). Por
el contrario, los machos de Arhopalus tristis mostraron
respuestas de EAG más altas que las hembras frente a
diversos monoterpenos y compuestos GLV (Suckling et
al., 2001). En otros coleópteros, González et al. (1994)
no encontraron diferencias entre sexos en el escolítido
Phloeotribus scarabaeoides frente al etileno o al ácido
acético, mientras que Reinecke et al. (2005) sí las
encontraron en el escarabeido Melolontha melolontha
frente a compuestos GLV.

Entre las variables experimentales, anatómicas y
fisiológicas estudiadas, se encontró que las anatómicas
no influyeron sobre la variabilidad de respuestas entre
individuos. En cambio la respuesta final de EAG estaría
condicionada en más del 68% por la aptitud previa del
insecto, por su estado fisiológico y por algunas condi-
ciones experimentales. Así, diámetros superiores a 170
micras en punta fina en el capilar del electrodo de refe-

similar, como los 1,3 mV (CV=23%) del curculionido
O. sulcatus frente al estándar (Z)-3 hexen-1-ol (1% v/v)
en aceite de parafina (Van Tol y Visser, 2002) o los 1,46
mV (CV= 11%) del crisomélido L. decemlineata frente
al (Z)-3-hexenil acetato (Dickens, 2000).

La respuesta al control fue de muy baja intensidad
(media de 0,12 mV para ambos solventes), y aún menor
aunque no significativamente (el 50% aproximadamen-
te) lo fue la inyección en blanco. Tanto el hexano como
el aceite de parafina han sido empleados frecuentemen-
te como solventes en estudios de EAG, habiendo origi-
nado respuestas variables entre especies. Así, el aceite
de parafina no originó respuesta medible en P. semi-
punctata (Barata et al., 1992), mientras que en A. fabae
provocó respuestas de 0,24 ± 0,036 mV (Park y Hardie,
1998). El hexano provocó respuestas de 0,15 mV en
Hypsipyla grandella (Maia et al., 2000), mientras que
en Dioryctria abietivorella la respuesta resultó mucho
más elevada (1,63 mV ± 0,12) (Brockerhoff y Grant,
1999).

Los resultados encontrados para C. welensii indican,
pues, una escasa relevancia de la aportación del solven-
te a la respuesta final de EAG en las condiciones de esti-
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Figura 1. Agrupamiento de los individuos de C. welensii
(método K-Medias) en función de las puntuaciones obtenidas
en las tres variables definidas a partir del análisis factorial
(vigor, aptitud previa y retraso del estudio). Para mayor clari-
dad sólo se representan dos de los ejes (vigor y aptitud pre-
via). Respecto al tercer componente, C1 y C2 se caracterizan
por un elevado retraso en el estudio, en especial para C1; C3
presenta un retraso bajo; C4 se caracteriza por un retraso
medio. Los círculos sin trama muestran los centros y magni-
tudes de las respuestas absolutas medias para cada conglom-
erado (C1=1,18 mV; C2=1,58 mV; C3=0,33 mV y C4=0,8
mV). Superíndices en los centros indican diferencias de
respuesta significativas (Kruskal-Wallis: χ2=15,785;
p=0,001; n1=7, n2=3, n3=6 y n4=10; seguida de la prueba de
Mann-Whitney por pares).
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rencia podrían afectar el contacto eléctrico con la ante-
na, alterando la respuesta real del insecto. La fluctua-
ción en la anchura de la línea base y su relación con la
respuesta al estímulo estándar puede deberse a la colo-
cación de los electrodos, pero también a la diferente
aptitud de los insectos en el momento de las pruebas
(como lo sugiere la correlación entre la anchura de la
línea base y la respuesta al control).

En cuanto al estado fisiológico de los insectos, el
grado de influencia que presentó la variable Lg_seag
(que puede considerarse como reflejo de la vitalidad del
individuo en el momento de realizarse el estudio) apun-
ta la relación entre la respuesta de EAG y el vigor de los
ejemplares. Los resultados del análisis de conglomera-
dos para las variables definidas a partir del análisis fac-
torial (vigor, retraso en el estudio y aptitud previa),
muestran una interesante relación entre la vitalidad del
insecto y su aptitud previa para estudios de EAG. Apti-
tudes bajas provocarían respuestas de poca intensidad
con independencia del vigor del insecto; pero en indivi-
duos con aptitud media-alta, la vitalidad del insecto se
muestra como un factor determinante de su respuesta de
EAG.

La aptitud previa se ha revelado como un aspecto
muy influyente en insectos como el cerambícido Hylo-
trupes bajulus, el escarabeido M. melolontha o el lepi-
dóptero Lobesia botrana (Weisbecker et al., 2004;
Reinecke et al., 2005; Struble y Arn, 1984). Por el con-
trario, no ocurrió lo mismo en el curculiónido
Rhynchophorus ferrugineus, ya que no se encontraron
diferencias de respuesta entre adultos capturados en
campo (Avand-Faghih, 2004). La influencia del estado
de desarrollo o del vigor de los insectos (expresada por
medio de su edad) sobre la respuesta olfativa ha sido
sugerida ya para otros cerambícidos (P. semipunctata,
Barata y Araújo, 2001; Monochamus spp., Allison et
al., 2004).

La influencia de la vitalidad y la época de captura de
los insectos para C. welensii es razonable si se conside-
ran dos aspectos de la biología de esta especie: 1) la
dilatada época de letargo que atraviesan los adultos
–unos 9 meses- (Vives, 2000), y 2) la breve época de
vuelo general –unos 2 meses-, durante la cual deben
desarrollar una gran actividad que implica también un
rápido deterioro (López et al., 2004). Las características
de C. welensii, en especial su gran tamaño y las pautas
de su comportamiento poblacional (López-Pantoja et
al., 2008), unido a los problemas para seleccionar mate-
rial leñoso colonizado, dificultan la obtención de adul-
tos en condiciones controladas. Se debe recurrir, pues,

al empleo de ejemplares capturados en campo para aco-
meter los estudios de EAG, aunque de esta forma se
desconoce en gran medida su estado fisiológico, un fac-
tor que influye en la respuesta de EAG.

Para paliar el efecto de la variabilidad intraespecífica
en respuestas de EAG, suelen referirse las respuestas
obtenidas respecto a la provocada por un estímulo están-
dar (Roelofs, 1984; Jyothi et al., 2002; Van Tol y Visser,
2002; Reinecke et al., 2005). Dado que es inevitable tra-
bajar con ejemplares de C. welensii capturados en
campo, resulta de gran utilidad el empleo de un estímu-
lo estándar. Aunque cuando se trabaja en estas condicio-
nes puede aumentar el riesgo de “fatiga” de la antena
(Brockerhoff y Grant, 1999), no parece que tal satura-
ción pueda ocurrir en C. welensii, a juzgar por el com-
portamiento de su respuesta de EAG bajo condiciones
de estimulación intensa (Sánchez et al., 2004; Sánchez-
Osorio et al., 2007).

Los resultados obtenidos confirman la aptitud de C.
welensii para pruebas electroantenográficas apuntada
en otros trabajos (Sánchez-Osorio et al., 2006 y 2007).
Este cerambícido ha proporcionado respuestas de EAG
elevadas frente a estimulaciones con (E)-2-hexenal, sin
que el tipo de solvente empleado (hexano y aceite de
parafina) haya tenido una contribución relevante. Sí se
sugiere, en cambio, la elevada contribución de recep-
tores no olfativos (en un 50%) a la respuesta frente al
control. La respuesta de EAG de C. welensii ha exhi-
bido una gran variabilidad intraespecífica, que puede
englobar posibles influencias en la repuesta de otros
factores (por ejemplo el sexo). Más del 68% de la
variabilidad de respuestas se puede explicar a partir
del diámetro del capilar del electrodo de referencia
empleado y la amplitud de la línea base, así como por
el estado fisiológico del individuo. Dadas las caracte-
rísticas de esta especie, resulta inevitable emplear
ejemplares obtenidos en campo para pruebas de labo-
ratorio. Por lo tanto hay que prestar especial atención
a la variabilidad inducida por el origen de los indivi-
duos, que se puede reflejar tanto en estudios electrofi-
siológicos como, presumiblemente, en bioensayos de
comportamiento.
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