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de de compuestoscompuestos activosactivos sobre sobre C. C. undatusundatus

y y C. C. florentinusflorentinus



ObjetivoObjetivo

Control Control biorracionalbiorracional de de C. C. undatusundatus

InvestigaciInvestigacióón dirigida a la deteccin dirigida a la deteccióón y caracterizacin y caracterizacióón n 
estructural de una feromona sexual, de contacto o de estructural de una feromona sexual, de contacto o de 
agregaciagregacióón de n de C. C. florentinusflorentinus (por su disponibilidad)(por su disponibilidad)

Aplicar conocimientos obtenidos (Aplicar conocimientos obtenidos (p.ep.e. feromonas identificadas) . feromonas identificadas) 
posteriormente a la plaga de posteriormente a la plaga de Q. Q. subersuber: : C. C. UndatusUndatus (si se dispone (si se dispone 
de insectos vivos!)de insectos vivos!)

Utilizar la feromona como herramienta ecolUtilizar la feromona como herramienta ecolóógica especgica especíífica para fica para 
controlar la plagacontrolar la plaga
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La presencia de La presencia de sensilassensilas olfativasolfativas permite la percepcipermite la percepcióón de feromonasn de feromonas

PercepciPercepcióón de feromonasn de feromonas (Antenas)(Antenas)
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T1T1: : BasicBasicóónicanica,, T3T3: : TricoideaTricoidea == SensilasSensilas olfativasolfativas

HembraHembra

MachoMacho
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Las Las sensilassensilas identificadas son ididentificadas son idéénticas en las dos especies nticas en las dos especies 

PercepciPercepcióón de feromonasn de feromonas (Antenas)(Antenas)
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T1T1: : BasicBasicóónicanica,, T3T3: : TricoideaTricoidea == SensilasSensilas olfativasolfativas
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Plan de trabajo Plan de trabajo (2008)(2008)

Posibles fuentes de feromonas en  Posibles fuentes de feromonas en  
colecoleóópterospteros

AbdomenAbdomen de machos y hembras de machos y hembras 
HecesHeces de ambos sexosde ambos sexos
VolVoláátilestiles emitidos por adultos vivosemitidos por adultos vivos
Cuerpo enteroCuerpo entero de ambos sexosde ambos sexos

=> Preparar extractos: An=> Preparar extractos: Anáálisis y aplicacilisis y aplicacióón en n en 
bioensayosbioensayos para encontrar compuestos activospara encontrar compuestos activos

CampaCampaññaa 20072007

CampaCampaññaa 2007+082007+08



ResultadosResultados 20082008

Emergencia de adultosEmergencia de adultos
Recogida de volRecogida de voláátiles y extracto de cuerpotiles y extracto de cuerpo
AnAnáálisis de atrayentes comercialeslisis de atrayentes comerciales
BioensayoBioensayo de atraccide atraccióónn
Actividad electrofisiolActividad electrofisiolóógicagica
Plan para 2009Plan para 2009



T nevera [semanas] Nº ramas Adultos emergidos Machos Hembras % adultos/ramas Orígen
0 305 122 60 62 40 Catalunya
0 102 74 / / 73 Madrid
0 105 29 / / 28 Castilló
4 59 28 16 12 47 Catalunya
5 260 101 53 48 39 "
6 46 5 4 1 11 "
7 34 17 7 10 50 "

911 376 140 133 41

InsectosInsectos disponibles en la disponibles en la 
campacampaññaa 20082008

EmergenciaEmergencia de de adultosadultos
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RecogidaRecogida de de volvoláátilestiles

i) i) DynamicDynamic HeadspaceHeadspace MethodMethod iiii) ) MicroextracciMicroextraccióónn en fase sen fase sóólida (SPME)lida (SPME)

•• 15 individuos en matraz ovalado (24 h)15 individuos en matraz ovalado (24 h)

•• Flujo de aire purificado: 370 Flujo de aire purificado: 370 mLmL//minmin

•• Filtro (adsorbente): Filtro (adsorbente): PorapakPorapak QQ

•• ExtracciExtraccióón del filtro: 2 n del filtro: 2 mLmL hexanohexano

•• AnAnáálisis en CGlisis en CG--EMEM

•• 5 individuos en vial (20 h)5 individuos en vial (20 h)

•• ExtracciExtraccióón por sn por síílice activadalice activada

•• Inyectar en CGInyectar en CG--EM para anEM para anáálisislisis

CampaCampaññaa 20082008

CampaCampaññaa 2007+082007+08



RecogidaRecogida de de volvoláátilestiles ((DynamicDynamic HeadspaceHeadspace))

1)1) 66--methylmethyl--55--hepteneheptene--22--oneone ((rtrt 8.40), 8.40), 2)2) nonanalnonanal ((rtrt 12.28), 12.28), 3)3) decanaldecanal ((rtrt 15.47), 15.47), 4)4) IsobornylIsobornyl acetateacetate ((rtrt 17.85), 17.85), 5)5)
TetradecanoTetradecano ((rtrt 20.90), 20.90), 6)6) 6,106,10--dimethyldimethyl--5,95,9--undecadienundecadien--22--oneone ((rtrt 22.30), 22.30), 7)7) HexadecanoHexadecano ((rtrt 25.87), 25.87), 8)8) BF01 (BF01 (rtrt 26.52), 26.52), 9)9)
palmitatopalmitato de de isopropiloisopropilo ((rtrt 34.87), 34.87), 10)10) HenicosanoHenicosano ((rtrt 36.24), 36.24), 11) 11) TricosanoTricosano ((rtrt 39.80), 39.80), IS) IS) AcetatoAcetato de de dodecilododecilo
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15 15 ♀♀♀♀

15 15 ♂♂♂♂

C. C. florentinusflorentinus

BF01BF01

Se han identificado Se han identificado 11 compuestos11 compuestos
Varios con Varios con actividad actividad feromonalferomonal en otros grupos de insectos: en otros grupos de insectos: NonanalNonanal (2), (2), DecanalDecanal (3), (3), 6,106,10--dimethyldimethyl--5,95,9--undecadienundecadien--22--

oneone ((GeranylacetoneGeranylacetone) ) (6), (6), BF01 BF01 (8), (8), Hidrocarburos Hidrocarburos (5, 7, 10)(5, 7, 10)

Ligeras diferencias cuantitativas entre machos y hembras (Ligeras diferencias cuantitativas entre machos y hembras (no significativasno significativas))

Feromona de machos del escarabajo Feromona de machos del escarabajo 
de las despensas, de las despensas, DermestesDermestes lardariuslardarius

y del gorgojo del cuero, y del gorgojo del cuero, DermestesDermestes
maculatusmaculatus ((ColeopteraColeoptera: : DermestidaeDermestidae))



RecogidaRecogida de de volvoláátilestiles ((SPMESPME))
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HC HC monomono
insaturadoinsaturado
(C29H58)(C29H58)

HC HC monomono
insaturadoinsaturado
(C27H54)(C27H54)

MayorMayoríía de compuestos: hidrocarburos de cadena larga desde C23 (a de compuestos: hidrocarburos de cadena larga desde C23 (rtrt 34.08) hasta 34.08) hasta 
posiblemente C30, saturados, ramificados y posiblemente C30, saturados, ramificados y monoinsaturadosmonoinsaturados. . 

=> => ComposiciComposicióónn de de volvoláátilestiles dede las dos las dos especiesespecies es casi la es casi la mismamisma..
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Extracto Extracto ((CuerpoCuerpo enteroentero))
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Hidrocarburos de cadena larga desde C21 Hidrocarburos de cadena larga desde C21 
(8)(8) hasta C30 hasta C30 (19)(19), saturados y ramificados, saturados y ramificados

Compuestos comunes en Compuestos comunes en 
todos los extractos: todos los extractos: 
Hidrocarburos (Hidrocarburos (HCHC))

En otros coleEn otros coleóópteros algunos pteros algunos HCHC
tienen cierta funcitienen cierta funcióón de n de 

reconocimiento reconocimiento intraespecintraespecííficofico

GinzelGinzel, et al., 2003, et al., 2003

C. C. florentinusflorentinus



AtrayentesAtrayentes comercialescomerciales ((BolsaBolsa negra y blanca)negra y blanca)

Bolsa negraBolsa negra::
2 compuestos identificados = 2 compuestos identificados = αα//ββ--pinenopineno & & verbenonaverbenona
(vol(voláátiles de varios arboles y atrayentes de tiles de varios arboles y atrayentes de 
numerosos insectos)numerosos insectos)

B. negraB. negra

B. blancaB. blanca

??????Bolsa blancaBolsa blanca::
2 compuestos identificados = 2 compuestos identificados = ImpurezasImpurezas
(Compuestos comerciales se han evaporado)(Compuestos comerciales se han evaporado)

20072007



MS: MS: PhenolPhenol
((PherobasePherobase))

PhenolPhenol [30ng/[30ng/μμl]l]
(Disolvente: (Disolvente: EthanolEthanol))

AtrayentesAtrayentes comercialescomerciales ((BolsaBolsa blanca)blanca)

B. blancaB. blanca

20082008



AtrayentesAtrayentes comercialescomerciales ((BolsaBolsa blanca)blanca)

Actividad Actividad PhenolPhenol + (+ (ZZ))--33--hexenolhexenol = = Atrayente Atrayente de de ScarabaeidaeScarabaeidae



BioensayoBioensayo de de atracciatraccióónn ((MachosMachos))

Control

Control

Control

Control

Control 

Hembras vivas 

Machos vivos 

Cuerpos hembra

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60

% respuesta

P ≤ 0.001 (N=71)

P ≤ 0.05 (N=25)

n.s. (N=28)

n.s. (N=47)

 80                    60                    40                    20

Barra gris = test; barra blanca = control;  N = Barra gris = test; barra blanca = control;  N = nnúúmero de insectos que han mero de insectos que han 
elegido uno de los dos brazos del elegido uno de los dos brazos del olfactolfactóómetrometro ; n.s. = no significativo;          ; n.s. = no significativo;          
P P ≤≤ 0,05 = significativo0,05 = significativo (chi(chi--cuadrado)cuadrado)



BioensayoBioensayo de de atracciatraccióónn ((MachosMachos))

Control

Control

Control

Control

Heces hembra 

Heces macho 

Abdomen hembra 

Abdomen macho 

-80 -60 -40 -20 0 20 40

% respuesta

P ≤ 0.01 (N=42)

P ≤ 0.02 (N=30)

P ≤ 0.02 (N=38)

P ≤ 0.01 (N=27)

80                      60                       40                       20

Barra gris = test; barra blanca = control;  N = Barra gris = test; barra blanca = control;  N = nnúúmero de insectos que han mero de insectos que han 
elegido uno de los dos brazos del elegido uno de los dos brazos del olfactolfactóómetrometro ; n.s. = no significativo;          ; n.s. = no significativo;          
P P ≤≤ 0,05 = significativo0,05 = significativo (chi(chi--cuadrado)cuadrado)



BioensayoBioensayo de de atracciatraccióónn ((MachosMachos))

Control

Control

Control

Control

Control

BF01 [1 ug] 

BF01 [10 ug] 

BB [1 ug] 

BB [50 uL1/10] 

Extracto Quercus 

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

% respuesta

n.s. (N=26)

P ≤ 0.05 (N=40)

n.s. (N=20)

P ≤ 0.01 (N=24)

n.s. (N=46)

80               60                40                20

Barra gris = test; barra blanca = control;  N = Barra gris = test; barra blanca = control;  N = nnúúmero de insectos que han mero de insectos que han 
elegido uno de los dos brazos del elegido uno de los dos brazos del olfactolfactóómetrometro ; n.s. = no significativo;          ; n.s. = no significativo;          
P P ≤≤ 0,05 = significativo0,05 = significativo (chi(chi--cuadrado); BB = Bolsa blanca (atrayente cuadrado); BB = Bolsa blanca (atrayente 
comercial)comercial)

Resumen de la actividad biolResumen de la actividad biolóógica de los diferentes extractosgica de los diferentes extractos
AtracciAtraccióón de n de machosmachos hacia:hacia:

VolVoláátiles hembrastiles hembras
Cuerpo hembrasCuerpo hembras
Heces y abdomen de machos y hembrasHeces y abdomen de machos y hembras
PhenolPhenol [140 [140 ngng]]

PhenolPhenol [140ng][140ng]

PhenolPhenol [20ng][20ng]

BB



Control

Control

Control

Control

Control 

Machos vivos 

Hembras vivas 

Cuerpos macho 

-60 -40 -20 0 20 40 60 80

% respuesta

n.s. (N=41)

n.s. (N=74)

n.s. (N=20)

n.s. (N=33)

60                   40                    20

BioensayoBioensayo de de atracciatraccióónn ((HembrasHembras))

Barra gris = test; barra blanca = control;  N = Barra gris = test; barra blanca = control;  N = nnúúmero de insectos que han mero de insectos que han 
elegido uno de los dos brazos del elegido uno de los dos brazos del olfactolfactóómetrometro ; n.s. = no significativo;          ; n.s. = no significativo;          
P P ≤≤ 0,05 = significativo0,05 = significativo (chi(chi--cuadrado)cuadrado)



Control

Control

Control

Control

Heces hembra 

Heces macho 

Abdomen hembra 

Abdomen macho 

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

% respuesta

n.s. (N=40)

n.s. (N=30)

n.s. (N=34)

n.s. (N=27)

  80                 60                40                 20

BioensayoBioensayo de de atracciatraccióónn ((HembrasHembras))

Barra gris = test; barra blanca = control;  N = Barra gris = test; barra blanca = control;  N = nnúúmero de insectos que han mero de insectos que han 
elegido uno de los dos brazos del elegido uno de los dos brazos del olfactolfactóómetrometro ; n.s. = no significativo;          ; n.s. = no significativo;          
P P ≤≤ 0,05 = significativo0,05 = significativo (chi(chi--cuadrado)cuadrado)



BioensayoBioensayo de de atracciatraccióónn ((HembrasHembras))

Control

Control

Control

Control

Control

BF01 [1 ug] 

BF01 [10 ug] 

BB [1 ug] 

BB [50 uL1/10] 

Extracto Quercus  

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60

% respuesta

n.s. (N=27)

n.s. (N=24)

n.s. (N=20)

P ≤ 0.01 (N=30)

P ≤ 0.05 (N=30)

   80                    60                   40                    20

Barra gris = test; barra blanca = control;  N = Barra gris = test; barra blanca = control;  N = nnúúmero de insectos que han mero de insectos que han 
elegido uno de los dos brazos del elegido uno de los dos brazos del olfactolfactóómetrometro ; n.s. = no significativo;          ; n.s. = no significativo;          
P P ≤≤ 0,05 = significativo0,05 = significativo (chi(chi--cuadrado); BB = Bolsa blanca (atrayente cuadrado); BB = Bolsa blanca (atrayente 
comercial)comercial)

Resumen de la actividad biolResumen de la actividad biolóógica de los diferentes extractosgica de los diferentes extractos
AtracciAtraccióón de n de hembrashembras hacia:hacia:

Extracto de planta huExtracto de planta huéésped sped Q. Q. subersuber
PhenolPhenol [140 [140 ngng]]

PhenolPhenol [140ng][140ng]

PhenolPhenol [20ng][20ng]BB



Las respuestas electrofisiolLas respuestas electrofisiolóógicas de antenas de machos y hembras gicas de antenas de machos y hembras 
de de C. C. florentinusflorentinus hacia diferentes extractos o compuestos se hacia diferentes extractos o compuestos se 

evalevalúúa en a en electroantenogramaelectroantenograma ((EAGEAG) y cromatograf) y cromatografíía de gases con a de gases con 
detector detector electroantenogrelectroantenográáficofico (GC(GC--EAD)EAD)

ActividadActividad electrofisiolelectrofisiolóógicagica (EAG)(EAG)

AntenaAntena

Electrodo conectado con Electrodo conectado con 
ordenadorordenador

EstEstíímulomulo

Salida del flujo de aireSalida del flujo de aire

Ejemplo registro (DespolarizaciEjemplo registro (Despolarizacióón)n)
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ActividadActividad electrofisiolelectrofisiolóógicagica (EAG)(EAG)

PromedioPromedio de de respuestarespuesta en EAG de 12 en EAG de 12 antenasantenas de 7 de 7 hembrashembras y 11 y 11 antenasantenas de 7 de 7 machosmachos de de 
C. C. florentinusflorentinus frentefrente a a diferentesdiferentes extractosextractos. . Las barras representan el error estLas barras representan el error estáándar (EE). ndar (EE). 

Las antenas de Las antenas de machosmachos responden mresponden máás que las de hembras frente a s que las de hembras frente a 
diferentes estdiferentes estíímulos en EAG. Mayor respuesta hacmulos en EAG. Mayor respuesta hacíía a volvoláátiles de hembrastiles de hembras y y 
hecesheces de ambos sexos (aunque no significativo).de ambos sexos (aunque no significativo).

Las respuestas electrofisiolLas respuestas electrofisiolóógicas de antenas de machos y hembras gicas de antenas de machos y hembras 
de de C. C. florentinusflorentinus hacia diferentes extractos o compuestos se hacia diferentes extractos o compuestos se 

evalevalúúa en a en electroantenogramaelectroantenograma ((EAGEAG) y cromatograf) y cromatografíía de gases con a de gases con 
detector detector electroantenogrelectroantenográáficofico (GC(GC--EAD)EAD)

[H] [H] HembrasHembras; ; 
[M] [M] MachosMachos; ; 
[[BBlancaBBlanca] ] 
AtrayenteAtrayente
comercialcomercial



ActividadActividad electrofisiolelectrofisiolóógicagica (GC(GC--EAD)EAD)

600.0 s

800.0 s

1000.0 s

1200.0 s

1400.0 s

1600.0 s

1800.0 s

2000.0 s

2200.0 s

 400 µmV

 -400 µmV

 800 µmV

 -800 µmV

 1.2 mmV

 -1.2 mmV

 1.6 mmV

 -1.6 mmV

 2 mmV

 -2 mmV
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2200.0 s
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 -800 µmV

 1 mmV

 -1 mmV
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=> 4 => 4 CompuestosCompuestos activosactivos



ActividadActividad electrofisiolelectrofisiolóógicagica (GC(GC--EAD)EAD)

MismosMismos compuestoscompuestos

¿EfectoEfecto sobre sobre C. C. florentinusflorentinus??



Confirmar resultados obtenidos en 2008Confirmar resultados obtenidos en 2008
Actividad de extracto de Actividad de extracto de QuercusQuercus sobre machossobre machos

Comprobrar actividad de compuestos Comprobrar actividad de compuestos 
encontrados (p.e. aldehidos, geranyilacetona, encontrados (p.e. aldehidos, geranyilacetona, 
phenol) phenol) 

Bioensayos de comportamiento (OlfactBioensayos de comportamiento (Olfactóómetro)metro)
ElectrofisiologElectrofisiologíía (EAG y GCa (EAG y GC--EAD)EAD)

Pruebas de campo con compuestos activosPruebas de campo con compuestos activos

PlanPlan para 2009 para 2009 ((C. C. florentinusflorentinus))



Conseguir adultos vivosConseguir adultos vivos
Por crPor críía artificial (I. Sanchez, Universidad de Huelva)a artificial (I. Sanchez, Universidad de Huelva)
Por capturasPor capturas

Hacer bioensayos de comportamiento y pruebas Hacer bioensayos de comportamiento y pruebas 
electrofisiolelectrofisiolóógicas de manera angicas de manera anááloga a los loga a los 
realizados con realizados con C. florentinusC. florentinus..

PlanPlan para 2009 para 2009 ((C. C. undatusundatus))


