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Resumen

Es conocida la utilizacion de compuestos volatiles de los hospedantes en la seleccion de éstos por
parte de muchos insectos xilofagos, particularmente en los cerambicidos. Los alcornoques emiten com-
puestos organicos voléatiles (COV) foliares a tasas elevadas, presentando variabilidad intraespecifica en
el perfil de emision. Se estudio la relacion entre la emision de COV por alcornoques y su grado de infes-
tacion por el perforador Cerambyx welensii. De un grupo de 215 alcornoques (Almonte, Huelva) se
seleccionaron 16 arboles, 12 que presentaban alta presencia de estos insectos y 4 donde estaban ausen-
tes. Una vez extraidos los COV foliares en estos arboles mediante aireacion in situ, el analisis de los
extractos por Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas mostrd que los COV foliares principa-
les en esta especie fueron los monoterpenos a-pineno, f3-pineno, sabineno, limoneno y mirceno, repre-
sentando su emision conjunta entre el 81,8 y el 98,2% del total. El perfil de emision dominante fue el
tipo limoneno (9/16 arboles). Los porcentajes de emision de los compuestos principales no resultaron
relevantes a la hora de sefalar la presencia de insectos; en cambio los arboles sin infestar emitieron
limoneno a tasas significativamente menores (en un 84,2%) que los arboles infestados.
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INTRODUCCION

Los compuestos organicos volatiles (COV)
son producidos en muchos tejidos vegetales dife-
rentes y mediante diversos procesos fisiologicos.
Se han asociado variados efectos a la emision de
COV, en particular los terpenos: defensiva contra
patogenos y herbivoros; informacion entre plan-
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tas distintas y entre plantas y animales; estabili-
zacidon y proteccion térmica de las membranas
celulares, entre otras (LANGENHEIM, 1994;
KESSELMEIER & STAUDT, 1999).

A pesar de lo recogido por Pio et al. (1993),
en revisiones recientes se ha considerado que
Quercus suber L. no emite ninglin tipo de isopre-
noide (ni terpenos ni isopreno) (KESSELMEIER &
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StaupT, 1999; LoreTO, 2002). Sin embargo,
actualmente se considera al alcornoque como un
fuerte emisor de monoterpenos, suponiendo la
emision conjunta de sus cinco compuestos prin-
cipales (o-pineno, f3-pineno, mirceno, sabineno
y limoneno) valores cercanos o superiores al
90% de la emision total (LAVOIR, 2004; Pio et al.,
2005).

Los compuestos semioquimicos, y en parti-
cular las cairomonas, son una fuente de informa-
cion clave utilizada por la mayor parte de
insectos en su interaccion reproductiva y con
depredadores, asi como para la localizacion de
hospedantes (ALLISON et al., 2004). Para los
cerambicidos, la localizacion de arboles hospe-
dantes adecuados para la puesta es una cuestion
critica. Linsley consideraba ya en 1959 que en
estos insectos el olfato desempefia uno de los
papeles mas importantes para tal cometido. Esta
interaccidon ha sido comprobada en la familia
Cerambycidae en mas de 30 especies hasta el
momento, y se ha estudiado con profusion en los
altimos afno (ALLISON et al., 2004; LIENDO et al.,
2005; IBEAS et al., 2007).

Cerambyx welensii Kuster puede ser consi-
derado el insecto xilofago de Q. suber mas
importante en Andalucia Occidental, descono-
ciéndose sus mecanismos de de seleccion olfati-
va de hospedantes. Los recientes resultados
electroantenograficos frente a estimulos olfati-
vos de C. welensii (SANCHEZ-OSORIO et al.,
2006, 2007), abren interesantes posibilidades de
investigacion sobre la influencia de los com-
puestos semioquimicos en su comportamiento.

El objetivo del presente trabajo es analizar
algunos aspectos del comportamiento de Q.
suber como emisor de COV y su relacion con la
infestacion por C. welensii.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de &rbolesy material vegetal para
el estudio de las emisiones de COV

Se escogieron 16 alcornoques adultos
(Quercus suber L.) situados en una parcela per-
manente (Dehesa Boyal de Almonte, Huelva) de
2,3 ha, que incluye 215 arboles. Desde el aiio
2002 se estudia en ella la influencia de C. welen-
sii en la vitalidad de los alcornoques. El conoci-
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miento de la presencia de adultos en todos los
arboles durante su periodo de vuelo a partir de
2002 (Lopez et al., 2004; datos sin publicar) per-
mitid seleccionar 4 arboles considerados “no
infestados™ (sin presencia detectada de adultos
desde 2002 o con presencia irrelevante -1 ejem-
plar en los Gltimos 3 afos en uno de los pies-) y
12 arboles “infestados” (los mas visitados por
adultos distintos, global desde 2002 de 36,8 +
18,6 insectos/arbol; media + DT, N = 12). En
cada pie se muestrearon al azar dos ramas con
exposicion sur. Los COV se obtuvieron in situ,
sobre los 30 cm terminales de la rama. Las por-
ciones analizadas tuvieron 53-117 hojas con un
peso seco de 3,8 =7 gr (media + DT, N = 32).

Muestreo de COV

La emision de COV se determind mediante
encerramiento dindmico empleando la técnica
“aeration system” descrita por ZHANG et al.
(1999). La camara de encerramiento consistid
en una bolsa de poliéster transparente de 38x25
cm (Albal —antes Meny Toppits-. Cofresco,
Madrid), filtrando el aire entrante mediante car-
bon activo (Split Vent Trap, 1.200 mg de carbon.
Cromlab, Barcelona). Al igual que citan ZHANG
et al. (1999), el anilisis de emisiones proceden-
tes de este tipo de camara no revelo liberacion
de COV alguno.

El muestreo de los COV se realizd extrayen-
do el aire de la camara mediante una bomba de
vacio (SP200 EC-LC. Schwarzer Prazision,
Essen, Alemania), a un caudal de 120 ml-min’
durante 5 minutos. Las bombas se calibraron
antes del muestreo (Pocket Bubble Flow Meter,
BFM-40. Spectrex, California, USA). El aire
extraido atravesd un tubo de vidrio con 150 mg
de Tenax TA (Tubo Orbo, 60/80 mesh. Supelco,
Madrid); simultaneamente, y en las mismas con-
diciones experimentales, se muestreo el aire en
el exterior de la bolsa. Tras el muestreo, cada
tubo Orbo fue sellado y conservado en nevera a
4°C para su traslado al laboratorio, donde se
conservaron a -30°C hasta su analisis en las 24-
48 horas siguientes.

El muestreo se realizd el 12 de junio de
2006, fecha en que se esperaba una alta emer-
gencia de C. welensii (LOPEZ et al., 2004), entre
las 12,30 y las 16,30 h. Durante el muestreo se
midieron la temperatura en el interior y exterior
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de la camara, y la radiacion fotosintéticamente
activa incidente sobre la rama (sonda SunScan
SS1. Delta-T, Cambridge, Reino Unido). Tras el
muestreo, las ramas fueron recolectadas para la
determinacion del peso seco foliar (65°C hasta
estabilizar el peso).

Andlisis quimico

Los compuestos retenidos en los tubos Orbo
fueron extraidos con 1,5 ml de ciclohexano (efi-
ciencia superior al 95% para los estandares -
pineno, f-pineno, limoneno y mirceno). El
analisis de los COV se realizd mediante
Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas (Agilent 6890 GC equipado con Agilent
5973N MS. Agilent Technologies, Santa Clara,
USA), empleando una columna HP-5MS
(0,25mm-30m-0,25 um) y helio como gas porta-
dor (I ml'min'). La temperatura inicial del
horno (46°C) se increment6 (30°C-min™') hasta
alcanzar 70°C, temperatura mantenida durante 4
minutos para incrementarse de nuevo hasta
150°C (10°C'min"), alcanzandose finalmente
los 300°C a raz6on de 50°C-min’.

Los compuestos se identificaron comparan-
do sus tiempos de retencion con los de estanda-
res con pureza del 95-99% (Sigma-Aldrich;
Fluka), y con la ayuda de la librerfa NIST 2002
y la aplicacion MSD Chemstation Build 75. La
cuantificacion se efectud a partir de la calibra-
cion con los estandares (0,05 ppm a 1 ppm; en
ciclohexano), con 1-bromo-2-clorobenceno
(Fluka) como patron interno (en todas las cali-
braciones, R*>0,98). Se obtuvieron relaciones
sefal/ruido mayores de 8 para concentraciones
de 0,25 ppb.

Andlisis de los datos

La variabilidad de las tasas de emision y el
pequeno tamaho muestral motivd el empled de
métodos robustos en el tratamiento estadistico
inferencial; como estimadores de localizacion y
escala se consideraron la mediana muestral y la
desviacion absoluta mediana estandarizada
(NMAD) respectivamente (GARCIA, 2002). Para
el contraste de hipotesis se empled la generaliza-
cidon robusta del test de Wilcoxon-Mann-
Whitney propuesta por Mee (consultada en
GARCIA, 2002). Se utilizo el programa R-GUI
(GNU Operating System Free Software
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Foundation, www.gnu.org/), considerando un
nivel de significacion a=0,05.

Las emisiones representativas de cada arbol
fueron las medias obtenidas en sus dos ramas,
tras restar las emisiones procedentes del aire
exterior. Para comparar las emisiones entre
arboles diferentes se calculd la tasa de emision
(Es) supuestas unas condiciones estandar de
temperatura foliar (30°C) y radiacion fotosintéti-
camente activa (RFA, 1.000 wmol-m™*s™). Para
ello se empleo el algoritmo propuesto por SILVA
et al. (1999):

E,=E, (C,:C; + exp(f (T'T,)))

Donde E, es la emision observada; Es la
emision en condiciones estandar; C, y C; son
factores de correccidn para las influencias de la
luz y la temperatura respectivamente (P1o et al.,
2005), T es la temperatura foliar (°K) y 7, la
temperatura estandar. Para f se fijo el valor 0,07
(SiLvA et al., 1999).

RESULTADOS

Los COV foliares principales encontrados
en los arboles analizados fueron los monoterpe-
nos a-pineno, (-pineno, sabineno, limoneno y
mirceno, representando su emisidn conjunta
entre el 81,8 y el 98,2% del total (Figura 1). Los
perfiles de emision fueron constantes en las dos
ramas de cada arbol, resultando dominante el
perfil tipo limoneno (9/16 arboles, siguiendo la
tipologia de STAUDT et al., 2001).

También se encontraron otros monoterpe-
nos, considerados secundarios, entre los que
cabe destacar al canfeno, a-terpineno, y-terpine-
no, cineol y ocimeno. Las tasas de emision glo-
bal observadas se encontraron en el rango 0,4 a
7 ug.gps'.h'; las emisiones estandar resultaron
en el rango 0,1 a 2,5 ug.gps™.h'.

El perfil de emision de los arboles no mostro
diferencias significativas entre arboles infesta-
dos y no infestados atendiendo a los monoterpe-
nos principales; sin embargo, los arboles sin
infestar emitieron limoneno a tasas significati-
vamente menores (en un 84,2%) a los arboles
infestados (intervalo de confianza de Mee:
[0,6700 0,9835]) (Figura 2). El analisis de con-
glomerados para la tasa de emision de limoneno
(método de Ward empleando el cuadrado de la
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Figura 1. Composicion de la emision de COV por Q. suber segiin la infestacion por C. welensii (porcentajes referidos
a la emision conjunta de los cinco monoterpenos principales)
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Figura 2. Emision estdndar de limoneno segin la infestacion por C. welensii (medianas/INMAD). Letras distintas indi-

can diferencia significativa

distancia euclidea) mostro, asi mismo, una ten-
dencia a la agrupacion de los arboles seglin su
infestacion, tendencia que se hace mas patente si
se observa el agrupamiento de arboles conside-
rando sdlo los datos de infestacion correspon-
dientes al afio 2006 (Figura 3).

DISCUSION

Los principales COV encontrados, los
monoterpenos o-pineno, P-pineno, mirceno,
sabineno y limoneno, presentaron un porcentaje
de emision conjunta similar al hallado en ante-
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riores estudios (STAUDT et al., 2004; LAVOIR,
2004; P1o et al., 2005). El porcentaje de arboles
con petfil tipo limoneno (56,25%) supera ligera-
mente al encontrado por STAUDT et al. (2004) en
el sur de Francia (49%). Se encontraron arboles
con perfil de emisidn tipo pineno, pero no se
encontrd perfil tipo mirceno, tal y como indica-
ron que ocurre en Q. suber STAUDT et al. (2004).

La emisidon observada fue menor que la
encontrada en otros estudios. Asi, KESSELMEIER
& STAUDT (1999) y STAUDT et al. (2004) citan
valores en torno a 40 pug-gps'h'; sin embargo,
P10 et al. (2005) encontraron emisiones de 5-10
ug-gps*-h" en junio-julio al sur de Lisboa, valo-
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Figura 3. Dendrograma para la emision estdndar de limoneno seguin la infestacion por C. welensii (método de Ward). I=
Infestado; NI= No infestado; I-NI= “Infestado” si se consideran todos los aiios, pero con ausencia de insectos en 2006

res inferiores un 50-75 % a los obtenidos por
ellos en el norte de Portugal. NUNEZ et al.
(2002) observaron disminuciones drasticas en
la emision de Q. ilex en Madrid bajo condicio-
nes calidas y secas (T* > 28°C; HR < 34%),
encontrando emisiones estandar de 1,7-3
ug-gps’-h''. Durante nuestro muestreo prevale-
cieron condiciones similares a las descritas, con
humedad relativa del 20-27% (estacidn meteo-
rolbgica situada a 8 km de la parcela de estudio)
y temperatura entre 34,1 y 41,6°C. Estos resul-
tados parecen indicar, siguiendo a PIo et al.
(2005), algin tipo de adaptacion de Q. suber a
condiciones climaticas severas.

Se ha considerado que el ataque de insectos
xilofagos puede verse favorecido por situacio-
nes estresantes para el arbol, o por defoliacion
(CHARARAS, 1978; CoMPTE Y CAMINERO, 1982);
sin embargo es dificil establecer las condiciones
de la planta previas al ataque (HANKS, 1999). La
emision de limoneno exhibe una marcada varia-
bilidad intraespecifica en Q. suber (STAUDT et
al., 2004), pero se ha sugerido que las condicio-
nes de crecimiento de las plantas pueden modi-
ficar a largo plazo su proporcidn en arboles con

este perfil (STAUDT et al., 2003). Hasta el
momento, la capacidad atrayente del limoneno
en cerambicidos se han constatado para
Xylotrechus longitarsis Casey (aunque mezcla-
do con otros monoterpenos, MOREWOOD et al.,
2002), si bien su actividad cairomonal se ha vin-
culado mas a la repelencia e inhibicion de la ali-
mentacion en otros perforadores, como los
escolitidos (BYERS, 1995). Esta es la primera vez
que se relaciona al limoneno con la infestacion
por un cerambicido de frondosas, aunque hay
que considerar estos resultados con caracter atin
preliminar. Aunque la tasa de emision de limo-
neno mostrd diferencias entre los dos grupos de
infestacion, el porcentaje de presencia (perfil)
de este compuesto no resultd diferente. Es nece-
sario, por lo tanto, analizar tal relacion con mas
detalle a partir de un mayor nimero de arboles
infestados y no infestados.
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