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Resumen

Se presentan los primeros resultados del estudio de las pautas de apareamiento y respuesta
intraespecifica olfativa y de contacto para Cerambyx welensii Kiister. Para el encuentro sexual esta
especie exhibio un patrén tipico siguiendo la secuencia general de contacto antenal, precipitacion del
macho hacia la hembra, lamido e intento de cépula. No se han encontrado evidencias de la existen-
cia de actividad feromonal de larga o corta distancia. Las antenas ejercen un papel relevante a la hora
de facilitar el encuentro sexual, pero el contacto antenal no resulta esencial para el apareamiento. LLos
machos intentaron aparearse con hembras lavadas con hexano y reimpregnadas con extractos de
hembra, pero no respondieron ante sefiuelos impregnados con los mismos extractos. Se sugiere la

probable existencia en las hembras de feromona de contacto incitadora del apareamiento.
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INTRODUCCION

Cerambyx welensii Kiister es el principal
insecto xiléfago de encinas (Quercus ilex L.) y
alcornoques (Quercus suber L.) en Andalucia
Occidental (Espafa). Es una especie con habitos
nocturnos, imagos de grandes dimensiones (25-
65 mm de longitud) y largas antenas que sobre-
pasan el extremo de los élitros en los machos
(V1vEs, 2000). Las larvas de C. welensii perfo-
ran el lefio sano causando dafios en ramas y
tronco de arboles vivos, mientras que la alimen-
tacion de los adultos es desconocida.

La presencia de C. welensii ha sido asociada
generalmente con estados de debilidad o, princi-
palmente, decrepitud o dafios en el arbolado;
aunque estos insectos pueden colonizar también
arboles aparentemente sanos, incluso jovenes
(LOPEZ et al., 2004). Este comportamiento hace
que pueda considerarse a C. welensii una espe-
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cie propia de hospedantes debilitados (HANKS,
1999). En muchas especies de esta categoria la
localizacion para el apareamiento no estd media-
da por feromonas sexuales de largo alcance
(HANKS, 1999), pero la existencia de feromonas
de corto alcance y/o de contacto aumenta la pro-
babilidad de éxito de cara al apareamiento una
vez los insectos se encuentran en el hospedante.

La existencia de feromonas de largo/corto
alcance o de contacto ha sido constatada en menos
de una veintena de especies en la familia Ceramby-
cidae (ALLISON et al., 2004; Lopes et al., 2005; GIN-
ZEL et al., 2006; IBEAS et al., 2008; PAJARES et al.,
2010). El “olfatdbmetro Y’ es un dispositivo usado
con profusién y que permite el estudio en laborato-
rio de este tipo de interaccion, al posibilitar su con-
figuracion de tres ramales en “Y” el desplazamien-
to de los insectos y la eleccion entre un ramal con el
aroma estudiado y otro que actia como control
(desprovisto de olor o bien con un aroma alternati-
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vo) (ALLISON et al., 2004, IBEAS et al., 2008). En C.
welensii no ha sido estudiada la forma de localiza-
cion intraespecifica para el apareamiento, ni las
pautas de comportamiento reproductivo.

Este trabajo tiene dos objetivos, determinar la
secuencia de reconocimiento € incitacion para la
copula de C. welensii y testar las hipdtesis
siguientes: a) la localizacion para el apareamien-
to estd mediada por feromonas de largo/corto
alcance, y b) en el reconocimiento para la copula
interviene la estimulacion quimica por contacto.

MATERIAL Y METODOS

Insectos y condiciones experimentales

Los insectos se capturaron durante su periodo
de vuelo en una dehesa de alcornoques en
Almonte (Huelva, Espafia). Su edad e historial de
apareamientos fueron, por lo tanto, desconocidos.
Para los bioensayos se eligieron Unicamente
machos que mostraron aptitud reproductiva,
manifestada por el comportamiento tipico de
arqueo del abdomen en presencia de hembras
vivas (FUKAYA et al., 2004). Las observaciones y
bioensayos se realizaron en junio de 2004, a unos
27°C y 40-50% de humedad relativa, comenzando
alas 22:00 horas. Los insectos estudiados no mos-
traron signos aparentes de estrés tales como estri-
dulaciones, intentos de fuga o agresion.

Pautas de apareamiento

Se emplearon 3 machos y 13 hembras, for-
mandose 39 emparejamientos diferentes. Cada
pareja se colocd en un recipiente de plastico
(polipropileno, 300 mm longitud x 200 mm
ancho x 160 mm alto). Las observaciones dura-
ron 5 minutos y se grabaron con una webcam
Logitech QuickCam (Sant Just Desvern,
Barcelona, Espana). La caja se iluminé con una
bombilla roja de 40 vatios (OSRAM GMBH,
Torrejon de Ardoz, Madrid, Espafia) colocada a
50 cm de altura respecto al fondo de la caja; esta
iluminacién no produjo molestia aparente a los
insectos. La caja se limpi6 con hexano repetida-
mente antes de cada nueva observacion.

Atraccion intraespecifica en olfatometro “Y”

La atraccion intraespecifica a distancia se
estudié mediante un olfatémetro con forma de
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“Y”. El olfatometro presentd seccion rectangular
(20 cm ancho y 19,5 cm alto) y se construyd con
perfiles de aluminio y cubierta de metacrilato
transparente (3 mm espesor), fijadas con juntas
de goma que aseguraran la estanqueidad. El brazo
principal tenia 70 cm de longitud, y 45 cm los dos
secundarios (dispuestos formando un dngulo de
70 grados). En el extremo del brazo principal se
acopl6 un ventilador (Adda AD0812 HS-A70GL,
Wijchen, Holanda) que provocaba la succion del
aire a la entrada de los ramales secundarios (aire
de aspiracion, no se usé filtro a la entrada.
Velocidad de 20+2 cm's"). El dispositivo se ilu-
mino segun lo descrito en el apartado anterior.

El procedimiento general consistio en colo-
car en cada uno de los brazos secundarios un
macho y una hembra (a 10 cm del borde del dis-
positivo) como fuente de estimulos olfativos;
estos insectos se inmovilizaron cuidadosamente
con una malla pléstica a fin de evitar posibles
estimulos visuales. En el extremo del brazo prin-
cipal se liberaron los insectos testados
(Npachos=17, Niembras=14), observandose su com-
portamiento durante 10 minutos. Cada nueva
observacion fue precedida del lavado de la
superficie interna del dispositivo con hexano;
posteriormente se intercambiaron entre ambos
brazos los insectos fuente, que se reemplazaron
cada 10 observaciones. Se considerd respuesta
positiva hacia uno de los brazos el desplaza-
miento del insecto hacia él de modo que se
alcanzara, al menos, el punto de ubicacién de la
fuente de estimulo. Se contabilizaron asimismo
los casos en que el insecto lleg6 a contactar con
la fuente de estimulo (contacto nulo cuando el
insecto prosiguié su camino rebasando la fuente
de estimulo, sin contactar con ella ni mostrar
intencion de hacerlo), y se anot6 el tipo de reac-
cién tras el contacto (reaccion nula para un con-
tacto seguido de comportamiento de
indiferencia). Los datos se analizaron mediante
los tests de bondad de ajuste Chi-cuadrado y
Modelo Log-Lineal (ZAR, 1999) a un nivel de
significacion 0=0.05.

Quimiorecepcion por contacto en la
induccion del apareamiento
Se realizaron los siguientes bioensayos:
1.- Se emparejaron sucesivamente 10 machos
con una hembra viva.
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2.- Dos hembras muertas en 2003 y mantenidas
a -20°C desde los 8 dias de su deceso (en
adelante: “hembras extraidas™) se sumergie-
ron en hexano (90 minutos), manteniéndose
después a temperatura ambiente 24 horas.
Cada hembra extraida se ofrecié a 5 machos.

3.- Cuatro hembras vivas se introdujeron en el
congelador a -20°C (75 minutos), luego se
sacaron y mantuvieron a temperatura
ambiente 30 minutos; posteriormente se
introdujeron juntas en hexano (80 ml; 15
horas). El extracto se dej6 evaporar (24 horas
a 25-30°C) hasta un volumen de 5 ml (WANG,
2002). Las dos hembras extraidas se impreg-
naron (en adelante “hembra reimpregnada’)
con 200 ul del extracto obtenido (cantidad
considerada como “0,16 equivalentes de
hembra”, dado que los 5 ml de extracto final
correspondieron a cuatro hembras). Cada
hembra reimpregnada se ofreci6 a 4 machos.

4.- Finalmente, un sefiuelo artificial (pieza de
goma de 40 mm x 14 mm x 14 mm, Maped
Technic 600, Pringy, Cedex, Francia) cubierto
con papel de filtro (Whatman n° 1), se impreg-
né con 200 ul del extracto obtenido en el ensa-
yo 3 (en adelante, “sefiuelo artificial
impregnado”). Seis machos fueron enfrenta-
dos a este sefiuelo. En cada observacion se
empled una nueva pieza de papel impregnada.
Las observaciones se realizaron segtin lo des-

crito en el apartado “Pautas de apareamiento”. Se
considerd respuesta sexual positiva cuando los
machos exhibian intento de copula, segtin se des-
cribe mas adelante. Los datos se analizaron
mediante el test exacto de Fisher (a=0,05).

Influencia de las antenas y los palpos
maxilares en el apareamiento

Las antenas y/o palpos de machos que habian
mostrado intento de copula con hembras vivas
fueron recubiertos cuidadosamente con parafilm.
Asi, distintos grupos de 5 machos activos fueron
asignados aleatoriamente a cada uno de los
siguientes 4 tratamientos: 1) antenas recubiertas;
2) palpos recubiertos; 3) antenas y palpos recu-
biertos; y 4) machos intactos. Las observaciones
se realizaron en la forma descrita, enfrentando a
cada macho con la misma hembra con la cual
manifestd actitud previa para la cpula. Se consi-
der6 respuesta sexual positiva cuando el macho
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exhibi6 intento de copula. Se testd la hipotesis
nula de que los cuatro tratamientos provocaban
igual proporcion de intentos de cOpula. Los datos
se analizaron mediante el test O de Cochran, a
partir de contrastes por pares mediante el procedi-
miento de Marascuilo y McSweeney (ZAR, 1999).

RESULTADOS

Pautas de apareamiento

Al comienzo de las observaciones las hem-
bras permanecian quietas generalmente, con las
antenas extendidas; los machos, en cambio,
deambulaban por la caja hasta contactar con las
hembras (32 de 39 casos. Tabla 1). Los encuen-
tros macho-hembra siguieron por lo general el
siguiente patron: contacto antenal, giro brusco
de los machos, lamido a las hembras e intento de
copula. El “giro brusco” implicé que los machos
se volvieran repentinamente hacia las hembras
tras el contacto antenal, cambiando por comple-
to la direccion que seguian anteriormente
(observado en 37 de 39 casos). Tras el giro, los
machos usualmente trataban de alinear su cuer-
po con el de las hembras, sujetando su cuerpo
con las patas protoracicas, e iniciaban inmedia-
tamente un llamativo movimiento lateral de su
cabeza, palpando o lamiendo el pronoto y/o ter-
cio superior de los €élitros de las hembras (22 de
32 casos. Tabla 1). En algunas observaciones (7
de 32), el lamido se combind con un arqueo
abdominal de los machos. Inmediatamente des-
pués de iniciado el lamido, cada macho comple-
t6 el alineamiento de su cuerpo con el de la
hembra, intentando a continuacién la cépula
(82,1% de los emparejamientos, Tabla 1)
mediante el arqueo de su abdomen hasta contac-
tar con la genitalia de la hembra, sin que remi-
tiera durante esta fase la actividad de lamido.

Atraccion intraespecifica en olfatometro “Y”

El desplazamiento hacia los insectos-fuente
(macho o hembra) fue independiente del sexo del
insecto testado (Modelo Log-Lineal: Desviacion
[G] =2,904, p=0,234. Tabla 2). No hubo diferen-
cias significativas entre la frecuencia del “test
nulo” (el insecto no camind hacia ninguno de los
insectos-cebo) y la frecuencia de haberse elegido
un macho o hembra (en machos, N = 17, %*=0,118,
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Intento de Encuentros Secuencia conducente
copula fallido® a la cépula®
Macho | Hembras | Intento Ni C | Tras | Tras |Macho con| Hembra C-L |C-L/A| C
(N) copula (%) | ni L C hembra |con macho
1 13 9 (69,2) 1 2 11 2 5 3 1
2 13 10 (76,9) 0 0 9 4 4 4 2
3 13 13 (100) 0 0 12 1 13 0 0
Global | 39 parejas| 32 (82,1) 1 2 32 7 22 7 3

Tabla 1. Pautas de apareamiento en Cerambyx welensii. “ C: Contacto antenal; L: Lamido; A: Arqueo abdominal

Eleccion® Contacto con insecto-fuente:|Reaccion hacia insecto-fuente

Sexo* | N |Macho |Hembra | Nula| No | Macho| Hembra | Nula | Agresion intrasexual
Hembra | 14 4 8 2 8 2 2 3 1
Macho | 17 6 5 6 6 4 1 4 1

Tabla 2. Respuestas en olfatometro-Y hacia insectos fuente. * Sexo del insecto testado. Modelo Log-Lineal: Desviacion
[G]=2,904, p=0,234 (test de Eleccion); [G]=1,263, p=0,532 (test de Contacto con insecto-fuente). * Chi-Cuadrado
frente ala “Eleccion nula”: Machos elegidos, x° =0, 118, p=0,943. Hembras elegidas, x° =4, p=0,135. < Chi-Cuadrado:
X =4,517, p= 0,104 para una frecuencia esperada de 0,76/0,12/0,12 (No contacto/Contacto con cebo-macho/ Contacto

con cebo-hembra)

p=0,943; en hembras, N = 14, x*=4, p=0,135). A
pesar de que los insectos caminaron usualmente
muy cerca de los insectos-cebo (<10 cm), no se
observé movimiento de aproximacion hacia ellos.
Ast, el contacto con alguno de los individuos cebo
parecié ocurrir por azar (x’=4,517, p=0,104 para
una frecuencia esperada de 0,76/0,12/0,12, corres-
pondiente a: No contacto/Contacto con cebo-
macho/Contacto con cebo-hembra respectivamen-
te. N = 23. Tabla 2), y no dependié del sexo del
insecto estudiado (Modelo Log-Lineal: Desvia-
cion [G] = 1,263, p=0,532).

Quimiorecepcion por contacto en la
induccion del apareamiento

Las hembras extraidas impregnadas provo-
caron el intento de cépula en el 62,5% de los
machos estudiados (Tabla 3). Este nivel de res-
puesta sexual no fue significativamente distinto
al provocado por hembras vivas (100%), pero
resultd significativamente mayor que el induci-
do por hembras extraidas y sefiuelos artificiales
impregnados con extracto de hembras (Tabla 3).

Influencia de las antenas y los palpos
maxilares en el apareamiento

Cuando se recubrio la antena con parafilm,
solas o junto con los palpos, todos los machos
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ignoraron a la hembra (Tabla 4). Sin embargo,
hasta un 80% de los machos con antenas recu-
biertas mostré intento de cépula cuando se
forzo el contacto de sus palpos con las hembras.
En el grupo de machos con palpos recubiertos
(Grupo 2. “Media”=0,2) se encontr6é un 20% de
intentos de coOpula, valor que no se distinguid
significativamente del encontrado en el grupo
de machos con antenas+palpos recubiertos, ni
del hallado para los machos intactos.

DISCUSION

Los resultados obtenidos, si bien preliminares
dado el reducido nimero de ejemplares estudiado,
indican que C. welensii exhibe un comportamien-
to similar al descrito para otras especies de
Cerambycidae en los momentos previos y durante
el apareamiento (WANG et al., 2002; BARBOUR et
al., 2007; IBEAS et al., 2008). La pauta de aparea-
miento fue, en esencia: contacto antenal, giro
hacia la hembra, lamido del pronoto y zona basal
de los élitros, e intento de copula. Las hembras de
C. welensii se han mostrado generalmente pasivas
a la hora de localizar a los machos, mientras que
éstos, por el contrario, se muestran muy activos en
la prospeccion de su entorno.
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Arqueo abdominal | Intento de cépula
Grupo N machos N % N %
Hembras extraidas 10 2 20 1 10a
Hembras extraidas + extracto de hembra 8 5 62,5 5 62,5b
Sefiuelo artificial + extracto de hembra 6 0 0 0 Oa
Hembra viva 10 10 100 10 100b

Tabla 3. Intentos de copula de machos hacia: hembras extraidas, hembras extraidas + extracto de hembra (0,16 EH),
sefiuelo artificial impregnado con extracto de hembra (0,16 EH) y hembra viva. Porcentajes seguidos por letras distin-

tas fueron significativamente diferentes (Test exacto de Fisher. a=0,05)

Grupo | Media | Contraste | IRB-RAI* | ES¢ E Ea* Resultado*®
I 0 4vs 1 1 0,33 3,06 2,80 Rechazar Hy:U4-U1=0
2 0,2 4vs2 0,8 0,33 2,42 2,80 No rechazar H,:U4-U2=0
3 0 4vs 3 1 0,33 3,03 2,80 Rechazar Hy:U4-U3=0
4 1 3vsl 0 0,33 0,00 2,80 No rechazar H,:U3-U1=0
3vs2 0,2 0,33 0,61 2,80 No rechazar H,:U3-U2=0
2vsl 0,2 0,33 0,61 2,80 No rechazar H,:U2-U1=0

Tabla 4. Contraste por pares para el intento de copula entre diferentes tratamientos restrictivos de la sensibilidad de
las antenas y/o los palpos en machos. Grupo 1, antenas recubiertas; Grupo 2, palpos recubiertos; Grupo 3, antenas y
palpos recubiertos; Grupo 4, machos intactos. “ La proporcion de intentos de copula en los cuatro grupos presento dife-
rencias significativas (Cochran: Q=11,333; 0,01< p <0,025). * Valor absoluto de la diferencia entre medias de grupo.
¢ Error estandar. “ Valor del estadistico. ¢ Valor critico (raiz cuadrada de x 0,05; 3). "Un 80% de los machos con ante-
nas recubiertas mostro intento de copula cuando se forzo el contacto de sus palpos con las hembras

No se ha encontrado una tendencia significa-
tiva hacia la localizacion de un determinado sexo
a corta o media distancia en los bioensayos en
olfatémetro, de modo que no se ha constatado
evidencia que apoye la hip6tesis de existencia de
actividad feromonal de largo o corto alcance en
C. welensii, como sucede en otras especies de
Cerambycidae, como N. cantori Hope (WANG et
al., 2002) o Phoracantha semipunctata (LOPES et
al., 2005) o Monochamus galloprovincialis
(IBEAS et al., 2008).

El porcentaje significativo de intentos de
copula en los machos hacia hembras reimpregna-
das con extracto de hembras (0,16 EH), en con-
traste con la escasa respuesta hacia hembras
extraidas pero no reimpregnadas, sugiere que esti-
mulos inductores de la cépula pueden resultar par-
cialmente restituidos por la impregnacion con un
solvente conteniendo tal extracto. Parece proba-
ble, pues, la existencia de feromona de contacto
presente en la cuticula de las hembras que permi-
ta a los machos el reconocimiento de la pareja.
Aunque la concentracion del extracto analizado
esta dentro del rango 0,1-0,2 EH, que resulto el

mas favorable en otros cerambicidos (GINZEL &
HANKs, 2003), tal concentracién no se ha mostra-
do lo suficientemente activa para inducir por si
misma la copula sin que participe otro tipo de esti-
mulo (quizé visual y/o tactil) ya que los sefiuelos
impregnados no incitaron a la cépula. Un factor a
tener en cuenta en este sentido, de cara a futuros
estudios, es si el tipo de sefiuelo empleado puede
tener influencia sobre la respuesta del insecto.

En este contexto, se atribuye a las antenas un
papel muy importante facilitando el encuentro
entre ambos sexos y el apareamiento. La priva-
cion de la sensibilidad antenal suprimié en los
machos la fase de aproximacion o giro hacia las
hembras. Esto sugiere una baja relevancia de la
estimulacion visual en la localizacion de la pare-
ja cuando no actua el contacto antenal, de forma
similar a lo sugerido en Nadezhdiella cantori
(WANG et al., 2002), y que podria ser algo gene-
ralizado en cerambicidos sin dimorfismo croma-
tico pero que presentan feromona sexual de
corto alcance o de contacto (WANG, 2002).

El contacto con los palpos, incluso con las
antenas recubiertas, aumentd el porcentaje de
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intentos de copula hasta el 80%, frente al 20%
en la situacién inversa. Esto indica un compor-
tamiento secuencial, contacto antenal-lamido
previo al intento de cépula, durante el cual el
contacto con los palpos condiciona fuertemente
el apareamiento.

Los resultados hallados deben ser confirma-
dos con una experimentacion mas extensa, pero
apuntan de forma consistente hacia una localiza-
cion intraespecifica en C. welensii limitada, muy
probablemente, al encuentro azaroso en determi-
nados arboles hospedantes, sobre todo en aque-
llos en que se dan fendmenos de agregacion
(LOPEZ-PANTOJA et al., 2004 y 2008) determina-
dos por una emergencia de insectos masiva en
ellos, por ciertos aromas del hospedante, por su
silueta o por una combinacién de estimulos
(HANKS, 1999; ALLISON et al., 2004). Una vez en
el arbol, la gran longitud de las antenas de los
machos resulta clave para facilitar los encuentros
(HANKS et al., 1996). Tradicionalmente se ha
asociado la importancia del contacto antenal con
el reconocimiento de feromonas de contacto
(GINZEL et al., 2003; LoPEs et al., 2005). La exis-
tencia de tal relacion parece sugerirse también en
C. welensii, pero los estimulos tactiles podrian
tener un papel importante actuando sinérgica-
mente junto a la quimiorecepcion por contacto,
tal y como se ha sugerido en otros cerambicidos
(FUKAYA et al., 1999; LopPEs et al., 2005).
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