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Resumen

Este trabajo analizo la existencia potencial de feromona sexual de contacto en Cerambyx welensii. Muestras de €li-
tros y protorax (micro extraccion en fase solida) de ambos sexos se analizaron mediante CG-MS. Para confirmar la exis-
tencia de feromona de contacto en la cuticula de las hembras, se estudio la respuesta de machos de C. welensii frente a: hem-
bras intactas, hembras muertas, hembras muertas sometidas a extraccion hexanica de lipidos cuticulares y hembras
sometidas a extraccion hexanica a las que posteriormente se restituyo su propio extracto cuticular. Se encontraron 43 hi-
drocarburos cuticulares en élitros y 16 en protorax. Seis de ellos (11/13-Me-C27, 11-Me-C29, 2-Me-C26, 2-Me-C28,
11/12/13-Me-C27 monoeno y C27) incluyeron en conjunto, tanto en ¢élitros como en protorax, entre el 68.1% (élitros de
machos) y el 85.4% (protorax de hembras) del contenido lipidico total. Ninguno de los compuestos resulto especifico de
las hembras, pero se encontraron diferencias entre sexos en la presencia relativa para algunos compuestos. Los compues-
tos candidatos para actuar como feromona de contacto podrian localizarse tanto en €litros como en protoérax, pudiendo ac-
tuar como componentes mayoritarios (abundancia relativa >17% en MEFS) 11-Me-C29, C27, 2-Me-C26 y 11/13-Me-C27,
y como componentes minoritarios (abundancia relativa <2.5%) 11/12/13-Me-C26 y C28. La mayoria de los machos (82%)
mostré la secuencia de copula caracteristica en Cerambycidae: Contacto antenal — Giro — Palpado — Arqueo abdominal.
La retirada de componentes cuticulares redujo fuertemente el interés de los machos (<5% de respuesta positiva tanto para
el palpado como para el arqueo abdominal:); la restitucion de los extractos hexanicos devolvid la respuesta positiva de los
machos en un 22% de los casos, indicando que la feromona de contacto se encontraba en el extracto cuticular.

Palabras clave: 11-Me-C29, 2-Me-C26, Cerambycidae, conducta sexual, hidrocarburos cuticulares.

Abstract

The aim of this work was to determine the existence of contact sex pheromone in Cerambyx welensii (Coleoptera, Ce-
rambycidae). Solid phase micro extraction samples from elitrum and prothorax of C. welensii males and females were analy-
zed by CG-MS. Additional bioassays were performed to confirm the existence of contact pheromone in the cuticle of C.
welensii females. For this purpose, the response of males was checked against intact females, dead (freeze-killed) females,
dead females after their cuticular waxes were removed by hexane rinsing, and females covered with their own cuticular he-
xane extract. A total of 43 cuticular hydrocarbons were found in elytra and 16 in prothorax. In both elytra and prothorax of
insect, 6 compounds (11/13-Me-C27, 11-Me-C29, 2-Me-C26, 2-Me-C28, 11/12/13-Me-C27 monoeno y C27) comprised
between 6.1% (male eliters) and 85.4% (female prothorax) of the whole hydrocarbon content. None of the compounds were
specific to females, but differences between sexes were found in the relative presence of some compounds. The com-
pounds candidate to act as a contact pheromone could be located both in elytra and prothorax, being 11-Me-C29, C27, 2-
Me-C26 and 11/13-Me-C27 proposed as putative components (relative abundances > 17%), and 11/12/13-Me-C26 and C28
proposed as putative minor components (relative abundance <2.5%).

Most males (82%) showed the characteristic sequence of mating-behavior stages: Antenal contact — Dashing — Lic-
king — Abdominal bending. Males exhibited similar responses to dead females, but not to solvent-washed dead females with
their cuticular hydrocarbons removed (occurrence of either licking or abdominal bending <5%). The mating response of
males was partially restored when solvent extracts were reapplied to carcasses of solvent-washed females (22% of positi-
ve responses), indicating that the contact pheromone was present in solvent extracts.

Keywords: 11-Me-C29, 2-Me-C26, Cerambycidae, mating behavior, cuticular hydrocarbons.
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1. Introduccion

Las dehesas se citan como ejemplo modélico de sistema agrario de Alto Valor
Natural (AVN) (WWF-Adena, 2006). El deterioro gradual del estado fisiolégico
que vienen sufriendo especies de Quercus en las dehesas, debido a estrés ambien-
tal, problemas de regeneracion o incidencia de agentes bidticos (patdgenos de sue-
lo y del sistema aéreo e insectos defoliadores) ha originado condiciones del arbo-
lado propicias para el desarrollo de ciertas especies de insectos del género
Cerambyx (Buse et al., 2007; Carrasco y cols., 2009; Duque-Lazo y Navarro-Ce-
rrillo, 2017).

Dentro del género Cerambyx, una de las especies mas problematicas para el ar-
bolado de las dehesas es Cerambyx welensii Kiister (Lopez-Pantoja et al., 2008;
Sall¢ et al., 2014; Tiberi et al., 2016). Esta especie se ha considerado tradicionalmen-
te como plaga secundaria (Moral, 1994), provocando la muerte de los arboles, sobre
todo de pies viejos, por la creacion de grandes galerias larvarias que reducen su re-
sistencia, incrementan el riesgo de infeccidén por patdégenos (Martin et al., 2005) o
de colonizacidn secundaria por otros grandes cerambicidos, como Prinobius myar-
di Mulsant (Soria, 1994). El riesgo de que en situaciones de altos tamafios poblacio-
nales C. welensii intensifique su capacidad de colonizacién de nuevos hospedantes,
incluyendo pies de todas las edades y estados fisioldgicos, ha sido citado con fre-
cuencia (Moral, 1994; Navarro y Fernandez, 2001). En Andalucia, la gravedad de la
accion de estos insectos la reflejo el Informe de la Ponencia de Estudio Sobre la Pro-
teccion del Ecosistema de la Dehesa, realizado por la Comision de Medio Ambien-
te, Agricultura y Pesca del Senado (enero de 2011), reconociendo la incidencia de
Cerambyx spp. como uno de los motivos de alarma justificada que pudiera poner en
peligro amplias zonas adehesadas del entorno mediterraneo.

El campo de la ecologia quimica vinculada a la entomologia aplicada, y en con-
creto el estudio de los compuestos semioquimicos, tanto de actividad a distancia (ol-
fativa) como de actividad por contacto, constituye uno de los pilares del control in-
tegrado de plagas forestales (Allison ef al., 2004; Ginzel, 2010). Ello es debido a que
la percepcion de tales compuestos por los insectos se puede asociar tanto a la selec-
cion de hospedantes para la puesta y/o localizacién de congéneres, como a la regu-
lacion de las interacciones intraespecificas, en particular la actividad reproductiva.
Las pautas de seleccion de hospedantes y congéneres por cerambicidos xilofagos
que afectan a frondosas, en particular C. welensii, siguen siendo poco conocidas. La
existencia de feromonas de largo/corto alcance o de contacto ha sido constatada en
mas de una veintena de especies en la familia Cerambycidae (Allison et al., 2004;
Pajares et al., 2010). En C. welensii no se ha demostrado la existencia de feromona
con actividad a distancia; pero ensayos preliminares sugirieron la posible interven-
cién de actividad feromonal de contacto durante la copula (Sanchez-Osorio et al.,
2012). Por otra parte, se ha encontrado atraccion de C. welensii hacia trampas ce-
badas con sustancias que desprenden aromas propios de procesos fermentativos
(Torres-Vila et al., 2012; Sanchez-Osorio et al., 2016), y también se ha encontrado
asociacion entre la presencia de adultos y dafios de C. welensii y el perfil de emi-
sion foliar de Q. suber, mostrando aquellos arboles con perfil de tipo limoneno
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(presencia relativa de limoneno >30% de la emision total de monoterpenos. Staudt
et al., 2004) una mayor abundancia del insecto que pies con perfil de tipo pineno (en
los cuales la emision global de monoterpenos es dominada por a-pineno, 3-pineno
y sabineno) (Sanchez-Osorio et al., 2019).

En arboles es frecuente ver a los insectos adultos deambular por troncos y ramas
cuando cae la noche, siendo habitual encontrar buen nimero de ejemplares en torno
a zonas que presentan exudados corticales (Lopez-Pantoja et al., 2008). El aparea-
miento ocurre tras reconocer el macho a la hembra por sus estructuras sensoriales
mas notorias, las antenas (Sanchez-Osorio et al., 2012). Tras el contacto antenal se
desencadena una secuencia de acciones tipicas, consistentes en la precipitacion
hacia la hembra, palpado de su dorso y arqueo abdominal (Sanchez-Osorio ef al.,
2012). El palpado es una pauta llamativa, consistente en unos movimientos latera-
les de la cabeza del macho, a modo de vaivén, fundamentalmente sobre el pronoto
e inicio de los élitros de la hembra, rozando su superficie con los palpos bucales; si-
multdneamente a este accion suele tener lugar el arqueo abdominal que propicia la
copula.

La cuticula de los insectos cumple funciones como la proteccidon de 6rganos in-
ternos, anclaje para los musculos actuando como exoesqueleto, proteccion frente a
factores bidticos y abidticos (accidén de patdgenos, desecacion, humedad excesiva)
o evitar la entrada de solventes (de la Cruz, 2006). Muchos lipidos que se encuen-
tran en la cuticula de los insectos actian como feromonas, resultando informativas
sobre su edad, sexo y estado reproductivo (Chiang et al., 2016). Dichas feromonas
de contacto, compuestas por hidrocarburos cuticulares, provocan también el compor-
tamiento de copula de los machos en Cerambycidae (Rodriguez, 2014; Ginzel ef al.,
2016). Estos hidrocarburos cuticulares pueden representar mezclas complejas: hidro-
carburos de cadena lineal (n-alcanos), hidrocarburos insaturados (olefinas) y rami-
ficados con uno o varios metilos (metilalcanos) en posiciones terminales o interme-
dias de la cadena (Lockey, 1985).

Este estudio pretende contribuir al conocimiento de las pautas de reconocimien-
to sexual para la copula en C. welensii, en particular la determinacion de compues-
tos candidatos a actuar como feromona sexual de contacto incitadora de la cépula.
Los objetivos que se han planteado son:

1. Analizar los componentes cuticulares de machos y hembras en C. welensii
para detectar diferencias entre sexos que puedan sugerir la presencia de com-
puestos estimuladores de la coépula (feromona sexual de contacto).

2. Completar estudios preliminares previos mediante bioensayos (Sanchez-Oso-
rio et al., 2012) para comprobar la existencia de feromona de contacto cuti-
cular estimuladora de la copula.
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2. Material y Métodos
2.1. Andlisis cromatogrdfico de hidrocarburos cuticulares

Ejemplares adultos inmaduros fueron recolectados en campo durante su perio-
do de letargo (octubre de 2012 en la finca “Las Espechillas”, TM de Huévar, Sevi-
lla), y mantenidos individualmente en tubos de PVC tapados, dentro de urnas de me-
tacrilato (50 x 40 x 20 cm; 10 insectos por urna). Estos ejemplares inmaduros suelen
permanecer en su camara pupal entre septiembre y mayo, antes de iniciar el perio-
do de vuelo; su abdomen presenta una tonalidad amarillenta caracteristica. Cuando
los insectos iniciaron su actividad, saliendo de los tubos de PVC (comienzos de
junio de 2013) se proveyo a las urnas de agua azucarada y pedazos de corcho, per-
mitiendo que los insectos interaccionasen de modo similar a como lo harian en el
campo (movimientos, enfrentamientos, intentos de copula, oviposicidn, etc.). El
muestreo de hidrocarburos cuticulares de los insectos se realiz6 a partir de micro-
extraccion en fase solida (MEFS), a finales de junio de 2013. Para ello se froto el
filamento adsorbente (silice recubierta con polidimetilsiloxano, de 100 micras de es-
pesor y lcm de largo. Sigma-Aldrich, Madrid. En adelante “fibra”) en la cuticula de
los élitros y protorax de los insectos, del modo siguiente (Fig. 1):

Figura 1. Direcciones de frotado del filamento para el muestreo, mediante microextraccion en fase soli-
da (MEEFES), de hidrocarburos cuticulares presentes en pronoto y élitros de Cerambyx welensii.
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# Elitros: la fibra se orientd oblicuamente (unos 60°) respecto al eje longitudi-
nal de los élitros. Se realizaron tres frotaciones de la fibra a lo largo del éli-
tro derecho. En pruebas preliminares se observé que una mayor intensidad de
frotado aumentaba innecesariamente la cantidad de muestra recolectada, lo
cual dificultaba la separacion cromatografica.

# Protorax: frotado dos veces de la fibra sobre la parte distal, no rugosa, del pro-
noto, en direccion perpendicular al eje longitudinal del insecto.

Se obtuvieron muestras MEFS de élitros a partir de 9 ejemplares de cada sexo.
En otros 10 ejemplares diferentes (5 de cada sexo) se obtuvieron muestras MEFS de
protorax. Antes de cada muestreo, la fibra fue acondicionada a 250 °C durante al
menos una hora, siguiendo las especificaciones del fabricante. Inmediatamente des-
pués de la toma de muestras de cada insecto, la fibra se insert6 en el inyector del cro-
matografo (CG-MS Thermo Finnigan 2000. Columna Thermo TR-5MS, 30 m x
0.25 mm ID x 0.25 micras). Las condiciones de andlisis fueron: rango de escaneo
de 34-570 m/z, con frecuencia de una muestra por segundo; temperatura del inyec-
tor, 250°.

2.2. Bioensayo

Los insectos empleados en los bioensayos se recolectaron en las provincias de
Huelva (finca “Los Centenales”, TM de Gibraledn) y Sevilla (finca “Las Espechi-
llas”, TM de Huévar) entre los meses de mayo y junio de 2018. Los ejemplares se
mantuvieron a temperatura e iluminacion del laboratorio, en urnas similares a las
descritas anteriormente y en las mismas condiciones (machos y hembras por sepa-
rado; 7 ejemplares por urna). Cada macho se identificé mediante un pequefio nime-
ro en el 4apice de uno de los élitros.

Para comprobar la hipétesis de que en el reconocimiento para la copula intervie-
nen feromonas de contacto, se empled el bioensayo propuesto por Ginzel ef al.
(2003a), segun el cual se observo la reaccion de machos cuando se enfrentaban su-
cesivamente a hembras en distintas condiciones, a partir de la siguiente secuencia:

1. Hembra viva.

2. Hembra muerta (la hembra anterior, tras un periodo de congelacion de una
hora, y posterior aclimatacidén a temperatura ambiente).

3. La misma hembra muerta, tras la extraccion de sus lipidos cuticulares (en ade-
lante, “Hembra Extraida’). La extraccion se realizéo mediante doble inmer-
sion del insecto en 10 ml de hexano durante 3 minutos. El extracto resultan-
te para cada hembra (20 ml) se concentroé en flujo de nitrégeno hasta alcanzar
1.2 ml, lo que se consideré como un “Equivalente de Hembra” (EH).

4. El mismo ejemplar, al cual se le aplico su propio extracto hexanico (en ade-
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lante, “Hembra Restituida”). La dosis total aplicada a cada hembra fue de 1
EH (1.2 ml), lo que se alcanz¢ tras la aplicacion sucesiva de tres alicuotas de
0.4 ml cada una (denominadas Restitucion 1/3 EH, Restitucion 2/3 EH'y Res-
titucion 1 EH, respectivamente). El comportamiento de los machos se anoto
después de cada una de las restituciones.

Tras pruebas preliminares se descartd la observacidén por parejas de insectos
debido a la excesiva pasividad que tienden a mostrar. Esta pasividad se aminoro
considerablemente cuando las hembras se presentaron a grupos de machos. Por
tanto, las observaciones durante los bioensayos se realizaron empleando una hem-
bra para cada grupo de machos mantenido en cada urna.

Los bioensayos se realizaron con un total de 5 hembras de similares dimensio-
nes (longitud de élitros 3.24 + 0.37 cm; anchura de ¢élitros en su base 1.24 + 0.15
cm), introduciendo una hembra distinta en cada urna de machos (en total, 35 em-
parejamientos distintos observados). A medida que cada macho interaccionaba con
la hembra y se anotaba su comportamiento, era cuidadosamente retirado a una se-
gunda urna de las mismas caracteristicas que la de partida. Las observaciones se re-
alizaron en horario crepuscular y nocturno, cuando los insectos comenzaron su ac-
tividad y mientras se mostraban activos (generalmente entre las 20:00 y las 02:00
horas). Para la observacion se empleo una linterna con luz roja de intensidad regu-
lable. Se intento realizar la menor manipulacion de machos y hembras, lo cual se
conseguia propiciando que los insectos entraran a placas Petri de plastico de 10 cm
de diametro; cuando fue necesario, se usaron guantes. El tiempo de observacion
para cada grupo de machos fue de 20 minutos. En general, se consider6 como res-
puesta positiva de los machos cuando los insectos realizaron alguna de las accio-
nes siguientes: Giro tras el contacto antenal (C) seguido de detencidén del movi-
miento del macho y mantenimiento en contacto con la hembra, alineamiento del
cuerpo del macho con la hembra e inicio de palpado (P), o arqueo abdominal (A4)
(Lacey et al., 2008; Silk et al., 2011). En cualquier caso, cuando algian macho con-
tinuo su marcha tras el contacto antenal y sin realizar ninguna de las otras accio-
nes descritas, se considerd respuesta negativa (/). Los bioensayos se grabaron con
videocamara.

2.3. Analisis estadistico

En el estudio de los lipidos cuticulares, el valor de analisis para cada compues-
to fue su area relativa (%) respecto a la suma de las areas de todos los compuestos
detectados en cada insecto. La comparacion de areas medias entre sexos se realizo
a partir del test robusto de Yuen-Welch, a partir de medias recortadas al 20% (Me,,,
media aritmética obtenida después de eliminar el 20% de los valores mas altos y el
20% de los valores mas bajos en cada muestra de partida).

Para analizar el resultado del bioensayo, se anot6 el porcentaje de insectos que
mostro respuesta positiva, ademas del tipo de accion exhibida (C, P, A o I). La com-
paracion entre los porcentajes de respuesta para cada una de las acciones entre los
distintos tratamientos se realizo mediante el test O, de Cochran, realizando las com-
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paraciones multiples mediante el test de McNemar (método de permutaciones, ajus-
te mediante el método de false discovery rate). Los analisis estadisticos se realiza-
ron con el programa R, version 3.1.0, utilizando o = 0.05 como nivel de significa-
cion.

3. Resultados
3.1. Analisis cromatogrdfico de hidrocarburos cuticulares

El estudio de los hidrocarburos que integran el contenido lipidico cuticular, me-
diante micro extraccién en fase solida, determiné la presencia de un total de 43
compuestos en ¢litros y 16 en protérax (7ab. 1). Tanto en élitros como en protédrax,
seis compuestos (11/13-Me-C27, 11-Me-C29, 2-Me-C26, 2-Me-C28, 11/12/13-Me-
C27 monoeno y C27) tuvieron presencia relativa >5% y comprendieron, en conjun-
to, entre el 68.1% (¢élitros de machos) y el 85.4% (protérax de hembras) del conte-
nido lipidico total detectado (7ab. 1). Treinta compuestos presentaron en ¢€litros una
abundancia relativa < 1% en hembras (26 compuestos en machos) (7ab. 1). Cinco
compuestos tuvieron en protérax una presencia <1% en hembras (1 en machos)
(Tab. 1). El compuesto con mayor presencia relativa tanto en élitros como en proto-
rax (11/13-Me-C27) se presento en similares cuantias en machos y hembras, pero
en mayor valor relativo en las hembras (Test de Yuen-Welch, P = 0.09).

No se encontrd ningun componente cuticular especifico de las hembras, pero si
se detectd una proporcidn significativamente diferente entre sexos para determina-
dos compuestos (12 compuestos en ¢€litros, 6 en protérax). De entre ellos, presenta-
ron tasas significativamente mayores en ¢litros de hembras los compuestos 11-Me-
C29 y No identificado 1; en el protorax resultaron ser los compuestos 11-Me-C29
y No identificado 5.

Tanto en élitros como en protorax, 11-Me-C29 fue el compuesto con mayor pre-
sencia en hembras de entre los que superaron significativamente su presencia en ma-
chos; por si solo comprendié en hembras el 17.6% del contenido lipidico en élitros
y el 21.8% en protorax. Los otros dos compuestos con presencia significativamen-
te mayor en hembras (ambos no identificados) tuvieron un caracter de componen-
tes minoritarios (presencia <1% tanto en élitros como en protdrax).

Diez compuestos identificados en los élitros tuvieron en los machos presencia
relativa significativamente mayor a la encontrada en hembras (7ab. 1), de ellos s6lo
el 2-Me-C26 tuvo una presencia resefiable (8.86% como media para ambos sexos),
los demas tuvieron una presencia relativa <3.5%. En protorax, fueron cinco los
compuestos cuya presencia relativa en machos super6 significativamente a la halla-
da en hembras; de ellos de nuevo el 2-Me-C26 (7.73% como media de ambos sexos)
junto al C27 (5.72% y 10.43%, hembras y machos respectivamente) tuvieron pre-
sencia destacable, los demas tuvieron relevancia inferior al 2.7%.



Loépez-Manzano et al. | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. (2020) 46(1): 17-32 25

Tabla 1. Presencia relativa (%) de los compuestos detectados mediante microextraccion en fase solida
(MEFS) (Me0.2 + EE0.2) en élitros y protorax de Cerambyx welensii. En negrita se resaltan los compues-
tos con presencia >5%, asi como los valores significativamente diferentes entre sexos para cada parte
muestreada (Test de Yuen-Welch). TR, tiempo de retencioén (minutos).

Elitros Protorax
Compuestos TR 9 6\ 9 6\ Iones caracteristicos
C18 30.24 | 0.02+0.01 | 0.03+0.01 - - 268 (M+)
140/141;168/169;
9-Me-C19 32.81 | 0.02+0.01 0.01+0 - - 282 (M+)
C20 33.72 | 0.02+0.01 | 0.02+0.01 - - 282 (M+)
154/155;168/169;
10-Me-C20 3421 | 0.01£0.01 | 0.02+0.01 - - 296 (M+)
2-Me-C20 34.52 | 0.02+0.01 | 0.03+0.01 - - 253/254;296 (M+)
C21 35 0.05+0.02 | 0.12+0.03 - - 296 (M+)
11-Me-C21 354 | 0.11+0.01 | 0.25+0.15 - - 168/169;310 (M+)
C22eno 35.8 | 0.02+0.01 0.03+0 - - 308 (M+)
C23 37.1 | 0.06+0.02 | 0.09+0.02 - - 324 (M+)
168/169;196/197;
11-Me-C23 37.44 | 0.1+0.02 | 0.12+0.02 - - 338 (M+)

No identificado 1 | 38.02 | 0.8+0.13 | 0.18+0.04 - - -
12-Me-C24 38.31 | 0.05+0.01 | 0.07+0.02 - - 182/183;352 (M+)
2-Me-C24 38.59 | 0.07+0.02 | 0.13+0.03 - - 352 (M+)

C25 38.9 | 0.31+0.03 | 0.47+0.07 - - 352 (M+)
168/169;224/225;
11/13-Me-C25 39.17 | 0.8+0.11 | 1.02+0.11 | 0.51+0.10 | 1.16+0.16 366 (M+)
2-Me-C25 39.38 | 0.15+£0.06 | 0.37+0.04 - - 323/324;366 (M+)
C26 39.71 | 0.82+0.04 | 1.06+0.07 | 0.47+0.13 | 1.02+0.05 366 (M+)
168/169;182/183;
11/12/13-Me-C26 | 39.94 | 1.2340.11 | 1.54£0.05 | 0.9£0.13 | 1.41+0.10 196/197;224/225;
238/239;380 (M+)
2-Me-C26 40.19 | 8.48+0.4 | 9.25+0.53 | 6.5£0.52 | 8.96+0.12 337/338;380 (M+)
C27eno 40.31 | 0.31+0.03 | 0.63£0.11 - - 97/98;111/112;378 (M+)
C27 40.48 | 3.1842.04 | 5.534£2.59 | 5.72+1.47 |10.43+0.89 380 (M+)
97/98;111/112;168/169;
11/12/13-Me-C27 182/183;196/197;224
. 2+l 91+0. 59+l .63=£0.
monoeno 40.66 | 5.72+1.16 | 6.91£0.68 | 7.59+1.59 | 4.63+0.68 1225:2381239:
252/253;392 (M+)
168/169;196/197;224/
11/13-Me-C27 40.71 | 32.95+3.83 | 26.3+2.37 | 37.36+6.68 |37.59+1.24 225:252/253:394 (M+)
168/169;196/197;2
11,13-Dime-C27 | 40.88 | 1.18+0.17 | 1.47+0.07 | 1.31£0.22 | 1.56+0.40 68/165,196/197,239/

240;267/268;408 (M+)

Pasa a la pag. siguiente
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Viene de pag. anterior

Elitros Protorax
Compuestos TR 9 6\ 9 6\ Iones caracteristicos
3-Me-C27 41.05 | 0.79+0.04 | 0.82+0.08 - - 364/365;394 (M+)
C28 41.21 | 1.88+0.12 | 2.24+0.10 | 1.33+0.29 | 2.64+0.10 394 (M+)
168/169;182/183;
11/12/13/14- 196/197;210/21;
41.41 | 2.92+0.16 | 2.13+0. 2.38+0.17 | 2.58+0.22 ’ ’
Me-C28 ’ 32053 38 7 80 224/225;238/239;252/
253;266/267;408 (M+)
No identificado 2 | 41.55 | 0.28+0.12 | 0.15+0.03 - - -
No identificado 3 | 41.59 | 0.22+0.01 | 0.29+0.09 - - -
2-Me-C28 41.64 | 6.39+0.54 | 6.16+0.27 | 5.09+1.46 | 6.91+0.15 365/366;408 (M+)
C29 419 | 2.42+0.10 | 3.11£0.21 | 2.21+£0.64 | 3.04+0.17 408 (M+)
168/169;280 /281;
11-Me-C29 42.12 | 17.63£0.73 | 14.13£1.11 | 21.18+0.70 | 13.53+0.82 422 (M)
. 168/169;224/225;239/
11,15-Dime-C29 | 42.28 | 1.71+0.18 | 1.56+0.12 | 1.79+0.40 | 1.37+0.11 240:295/296:436 (M+)
No identificado 5 | 42.43 | 0.66+0.15 | 0.83+0.17 - - 168/169;422 (M+)
C30 42.63 | 0.43+0.10 | 0.97+0.06 - - 422 (M+)
182/183;210/211;224/
12/14/16-Me-C30 | 42.84 | 0.47+£0.14 | 0.41+0.10 - - 225:238/239:252/253;
280/281;436 (M+)
393/394:421/422;
2-Me-C30 43.12 1+0.10 1.67+0.11 | 0.84+0.21 | 1.53+0.29 436 (M+)
C31 43.45 | 0.68+0.05 | 1.43+£0.23 - - 436 (M+)
97/98;111/112;
15-Me-C31 43.69 | 1.53+0.40 | 2.2140.12 | 1.6+0.30 | 1.57+0.14 |  224/225:252/253;
monoeno 448 (M+)
Coeluye 11- . . '
Me-C31 4426 | 0.26+0.04 | 0.21+0.04 - - P81 1/112;168/165;
450 (M+)
con Monoeno
11-Me-C31 4472 | 0.38+0.12 | 1.45+1.02 - - 168/169;450 (M+)
No identificado 4 | 45.01 | 0.33+0.08 | 0.31+0.05 - - -
No identificado 5 | 45.93 | 1.74+0.36 | 1.44+0.56 | 0.67+0.05 | 0.04:+0.02 -

3.2. Bioensayo

Los machos mostraron un comportamiento caracteristico de cara a la copula, ex-
hibiendo la secuencia general Contacto antenal (C) — Palpado (P) — Arqueo abdo-
minal (4) — Copula. Un 82% (promedio entre las actitudes C, Py A) de los machos
exhibid esta secuencia. Las hembras, en cambio, se mostraron en general pasivas en
este proceso. Un gran porcentaje de los machos (67%, promedio de C, Py A) siguid
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esta secuencia también frente a hembras muertas (1 = Z<2;0.08, < P < 0.33; segin
la accidén C, P o 4 considerada). La respuesta positiva de los machos frente a hem-
bras muertas a las que se retird el contenido lipidico cuticular (Hembra Extraida) fue
irrelevante (5% como promedio de las observaciones de C, Po 4) (4.28 <Z=<4.71,
P <0.001; para los contrastes Hembra Muerta vs Hembra Extraida, en cada accién
observada) (Fig. 2).

La evolucién de dos de las acciones (C y P) fue similar en los tratamientos en
los cuales se restituy¢ el extracto hexanico cuticular a los cuerpos de cada Hembra
Extraida (Fig. 2). Asi, mientras que el tratamiento Restitucion 1/3 EH no origind me-
jora significativa en la respuesta positiva de los machos, tanto C como P aumenta-
ron en la Restitucion 2/3 EH (observandose C en el 29% de los machos, y P en el
24%); la misma respuesta se mantuvo tras Restitucion I EH (Test McNemar: Z <
2.33, 0.05 < P < 0.03; para las acciones C y Py los contrastes Restitucion 2/3 EH
vs Hembra Extraida). La accidén de arqueo abdominal siguid, en cambio, una evo-
lucion diferente a C'y P, y no recupero significativamente sus tasas de ocurrencia
tras la restitucion de extractos hexanicos (Test McNemar: Z= 0.58, P = 0.651; para
Restitucion 1 EH vs Hembra Extraida) (Fig. 2).
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Figura 2. Respuestas de los machos de Cerambyx welensii (%) durante el protocolo de apareamiento, mos-
tradas ante diferentes estados de presentacion de las hembras: hembras vivas, hembras muertas, hembras
muertas a las cuales se extrajo el contenido lipidico cuticular, y las mismas hembras muertas a las que se
restituy6 su extracto cuticular (EH) aplicado en tres dosis sucesivas. Para cada accion indicadora de res-
puesta de los machos (contacto antenal, palpado, arqueo abdominal), letras distintas muestran diferencias
significativas segun el estado de la hembra presentada (Test O de Cochran seguido de contrastes multi-
ples segun el test de McNemar).
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4. Discusion

En un estudio preliminar el comportamiento de machos de C. welensii frente a
hembras muertas a las que, tras serle retirada la cubierta lipidica cuticular, se les habia
restituido su propio extracto hexanico cuticular, sugirio la existencia de feromona de
contacto en esta especie (Sanchez-Osorio et al., 2012). Entre los compuestos de acti-
vidad feromonal por contacto que se han encontrado en Cerambycidae, se han citado
hidrocarburos de 25 a 28 4tomos de carbono (Ginzel, 2010). Como ejemplo, nC25 se
ha identificado como compuesto con actividad feromonal de contacto en Xylotrechus
colonus F. (Ginzel et al., 2003a), 7-Me-C27 se ha citado para Neoclytus acuminatus
F. (Lacey et al., 2008), y 11-Me-C27 para Tetropium fuscum F. (Silk et al., 2011).

Las pautas de comportamiento que mostraron en este estudio los machos de C.
welensii de cara a la copula sugieren la participacion de estimulacion quimica por
contacto (feromona de contacto femenina). Esta estimulacion podria estar determi-
nada por una combinacion de hidrocarburos cuticulares que se encuentran en dife-
rente proporcidén en ambos sexos tanto en €litros como en protérax. Entre los com-
puestos candidatos figurarian 11-Me-C29 (en especial) junto con C27 y 2-Me-C26.
El compuesto 11/13-Me-C27 también mereceria consideracion por ser el dominan-
te en ambos sexos y, aunque con menor claridad que los otros compuestos, por su
mayor presencia en la composicion cuticular de las hembras, lo que podria llegar a
otorgarle un papel relevante. Un segundo grupo de compuestos podrian actuar como
componentes minoritarios: 11/12/13-Me-C26 y C28 (¢élitros y protérax); C26, C29,
2-Me-C30 y C31 (en élitros); y 11/13-Me-C25 (en protérax).

La participacién como feromona de contacto de compuestos presentes en ambos
sexos, pero con mayor abundancia en hembras que en machos, ha sido ya citada en
Cerambycidae. Esto ocurre por ejemplo con 11-Metil-heptacosano (11-Me-C27),
que se ha citado como componente de la feromona de contacto de 7. fuscum y Te-
tropium cinnamopterum (Kirby) (Silk et al., 2011). En Monochamus galloprovincia-
lis (Olivier), la falta de compuestos cuticulares claramente distintivos de las hem-
bras, unido a que la mayoria de los compuestos encontrados tuvieron una presencia
relativa muy baja, sugirié que los compuestos con actividad feromonal podrian estar
presentes en pequenias cantidades, atribuyéndose la distincion sexual a la diferente
proporcién en que los componentes cuticulares aparecian en cada sexo (Ibeas et al.,
2008). En cambio, la cuticula de hembras de Megacyllene robiniae (Forster) presen-
t6 mucho mas (Z) -9-pentacoseno que la de machos (40 y 0.3% del contenido total,
respectivamente), mientras que en Xylotrechus colonus F., 11/13/15-MeC29 resul-
té mas abundante en machos que en hembras (Ginzel et al., 2003Db).

En este contexto ya se ha atribuido en la familia Cerambycidae un papel muy im-
portante a las antenas, facilitando el encuentro entre ambos sexos y el apareamien-
to, al permitir el reconocimiento de feromonas de contacto (Ginzel et al., 2003a;
Lopes et al., 2005). Pero en la percepcion de este tipo de compuestos por C.welen-
sii podrian tener una fuerte relevancia los palpos bucales (maxilares y/o labiales).
Asi, Sanchez-Osorio et al. (2012) encontraron que, si bien la privacién de la sensi-
bilidad antenal en los machos de C. welensii suprimi6 la actitud de giro hacia las
hembras, permitir el contacto con los palpos (incluso con las antenas recubiertas de
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parafilm) aumento6 el porcentaje de intentos de copula hasta el 80%. Este compor-
tamiento parece sugerir, adicionalmente, una baja relevancia de la estimulacion vi-
sual en la localizacion de la pareja cuando no actua el contacto antenal, como se ha
propuesto para Nadezhdiella cantori (Hope) (Wang et al., 2002), lo que podria ser
algo generalizado en cerambicidos sin dimorfismo cromatico pero que presentan fe-
romona sexual de corto alcance o de contacto (Wang, 2002).

Los resultados obtenidos en nuestro bioensayo muestran que C. welensii reali-
za un comportamiento especifico durante el apareamiento, por medio de la secuen-
cia Contacto antenal — Palpado — Arqueo abdominal — Copula. Dicho comporta-
miento es semejante al citado para otras especies de Cerambycidae (Wang et al.,
2002; Barbour ef al., 2007, Ibeas et al., 2008). En nuestro estudio, los machos re-
accionaron positivamente en general frente a hembras muertas. La extraccién de
componentes cuticulares a las hembras muertas disminuy6 fuertemente el interés de
los machos (respuesta positiva en torno al 5% de los casos), pero la restitucion de
los extractos hexdnicos cuticulares a esos mismos ejemplares de hembras devolvio
parcialmente el interés de los machos (respuesta positiva en hasta un 29% de los ma-
chos, evidenciada mediante la deteccion de la marcha tras el contacto antenal —C-).
Los resultados encontrados en el presente estudio son semejantes a otros citados en
Cerambycidae (Ginzel et al., 2003a, Ibeas et al., 2008, Sacristan et al., 2017) donde
los machos intentaron aparearse con hembras vivas o muertas, las rechazaron tras
la inmersion de las hembras en hexano y volvieron a recuperar el interés cuando las
hembras extraidas eran cubiertas con su extracto hexanico. Los porcentajes de res-
puesta positiva de los machos encontradas en otros estudios, ante hembras extraidas
a las cuales se les restituyd su extracto cuticular, son variables, desde el 100% en
Monochamus sutor L. 'y M. galloprovincialis (Sacristan et al., 2017) a un 39% de
respuesta en Megacyllene caryae (Gahan) para dosis de extractos de 0.6 a 0.7 EH
(Ginzel et al., 2003a). En nuestro estudio, la respuesta positiva media (a partir de las
tres acciones: C, L y A) ante hembras extraidas con restitucion de extractos a dosis
de 2/3 EH fue del 22%. Es interesante resaltar que el recubrimiento con extractos
de hembras puede no devolver el interés sexual a los machos. Esto se observo en 7.
fuscum y T. cinnamopterum, incluso cuando bioensayos con compuestos cuticula-
res individualizados habian demostrado la presencia de feromona sexual de contac-
to (Silk et al., 2011).

Silk et al. (2011) encontraron que un 10% de los machos de 7. fuscum y T. cin-
namopterum exhibia aun respuesta sexual ante hembras muertas a las que se extra-
jeron los lipidos cuticulares mediante inmersion en hexano, concluyendo que la efi-
cacia de este procedimiento a la hora de desproveer de componentes cuticulares
podria depender del tiempo de extraccion. En nuestro estudio, la proporcién de res-
puesta positiva ante hembras extraidas (< 10% para la accion C, < 5% para L y 6%
para A) podria haberse debido a una retirada incompleta de los compuestos cuticu-
lares con eventual actividad feromonal, pero también podria ser motivada por una
estimulacion mecanica a partir de la silueta y rugosidad del cuerpo de las hembras.
Los estimulos tactiles podrian tener un papel importante actuando sinérgicamente
junto a la quimiorecepcion por contacto, tal y como se ha sugerido en otros ceram-
bicidos (Fukaya ef al., 1999; Lopes et al., 2005).
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5. Conclusiones

El estudio evidencia la presencia de feromona sexual de contacto en hembras de
C. welensii, reconocida mediante quimiorecepcion (palpos bucales) por machos e in-
citadora de la cépula. Los compuestos candidatos a participar en la actividad fero-
monal de contacto podrian localizarse tanto en élitros como en protérax, pudiendo
actuar como componentes mayoritarios 11-Me-C29, C27, 2-Me-C26 y 11/13-Me-
C27, y como componentes minoritarios 11/12/13-Me-C26 y C28. La distincion se-
xual en C. welensii podria deberse a la diferente proporcion en que algunos compo-
nentes cuticulares estén presentes en machos y hembras, y no a la existencia de
compuestos claramente diferenciadores entre sexos. Cerambyx welensii sigue el
comportamiento de preparacion a la copula encontrado en otros cerambicidos (con-
tacto antenal, palpado y arqueo abdominal), resultando la retirada de compuestos cu-
ticulares de las hembras inhibidora de la respuesta sexual de los machos, y la resti-
tucién de los extractos cuticulares incitadora de la respuesta sexual.
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