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Utilizacion de analogos fluorados de la feromona sexual
de Sesamia nonagrioides Lef. como inhibidores

de su actividad bioldgica

A. SANS, M. PRADOS, M. EIZAGUIRRE, C. LOPEZ y M. RIBA

Se ha estudiado el papel, como inhibidores de la accién feromonal, de determinados
fluoroderivados, andlogos estructurales del acetato de (Z)-11-hexadecenilo, componen-
te principal de la feromona sexual del noctuido Sesamia nonagrioides Lef. Dichos
compuestos fueron los andlogos fluoroacetato (mono, di y trifluoroacetato de (Z)-11-
hexadecenilo) y la trifluorometilcetona andloga [(Z)-1,1,1-trifluoro-14-nonadecen-2-
ona). La accién inhibidora fue evaluada a partir de los resultados de actividad electrofi-
siolégica (pruebas de electroantenograma, EAG), de estudios de comportamiento en
pruebas de tinel de viento y de pruebas de capturas en campo. Los acetatos fluorados,
especialmente el mono y el trifluoracetato, se mostraron como buenos inhibidores de la
accién atrayente de la feromona en los tres tipos de pruebas realizadas, mientras que la
trifluorometilcetona analoga mostré una actividad mucho menor.
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INTRODUCCION

El uso de andlogos estructuralmente rela-
cionados con la molécula de la feromona
constituye una herramienta muy iitil en el
estudio sobre los mecanismos que gobiernan
los procesos de percepcién y catabolismo de
la feromona sexual y, en general, sobre estu-
dios tedricos de la relacién estructura-activi-
dad (PRESTWICH, 1987). Por otro lado, los
andlogos estructurales de las moléculas de
feromona se pueden utilizar para modificar
las respuestas de comportamiento y/o elec-
trofisiolégicas de insectos mediante diferen-
tes mecanismos de accién. Pueden actuar
como antagonistas, bloqueando el acceso de
la feromona al receptor. También pueden
actuar como agonistas, mimetizando la ac-
ci6én de la feromona, pero produciendo una
respuesta modificada. Finalmente, un andlo-

go estructural puede ser activo inhibiendo la
actividad catabdlica de las esterasas de las
sensilla. Desde este punto de vista, un inhi-
bidor podria ser un compuesto de estructura
muy relacionada con la de la feromona, con
idéntica capacidad de acceso e interaccién
con alguna de las proteinas de las sensilla.
El problema se presentaria al no poder darse
el mecanismo de degradacidén posterior, con
lo que tendriamos el centro de recepcién
completamente y permanentemente bloquea-
do y, de esta forma, el insecto seria incapaz
de orientarse hacia la fuente emisora de fe-
romona (PRESTWICH, 1987). De esta forma,
los andlogos estructurales son prometedores
candidatos en experiencias de confusién se-
xual, especialmente cuando la feromona es
inestable (TAMAKI, 1988). Un tipo intere-
sante de andlogos son los que resultan de la
sustitucién de dtomos de hidrégeno por
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4tomos de flior, ya que estéricamente son
muy similares a la molécula original, pero
no asi electrénicamente, debido a la mayor
electronegatividad del 4tomo de fldor.

La feromona sexual del noctuido Sesamia
nonagrioides Lef., plaga importante del
maiz en toda el drea mediterrdnea, fue des-
crita por primera vez por SRENG et al.
(1985) como una mezcla del acetato de (Z)-
11-hexadecenilo (I) y (Z)-11-hexadecenol
(IT) en relacién 90:10. Posteriormente, MA-
ZOMENOS (1989) identificé dos componen-
tes minoritarios adicionales, (Z)-11-hexade-
cenal (IIT) y acetato de dodecilo (IV) encon-
trando una mezcla feromonal 69:8:8:15
(LILIIL:IV). Recientemente, se ha encontra-
do que la composicién mds activa de estos
cuatro componentes es la que guarda una re-
lacion 77:8:10:5 (L:IL:III:1V) (SANS et al.,
1997).

En este trabajo se estudia el papel, como
inhibidores de la accion feromonal, de de-
terminados fluoroderivados, anédlogos es-
tructurales del acetato de (Z)-11-hexadece-
nilo, componente principal de la feromona
sexual de este noctuido.

MATERIAL Y METODOS
Insectos

Las larvas de S. nonagrioides se criaron
en laboratorio utilizando una dieta artificial
(EIZAGUIRRE y ALBAIJES, 1992). Las pupas
se sexaron y se mantuvieron en una cdmara
climética con un fotoperiodo 16:8 (luz/oscu-
ridad) a 25 +£2 °C.

Compuestos andlogos

Los tres primeros compuestos andlogos
evaluados son los acetatos fluorados andlogos
del componente principal de la feromona se-
xual de S. nonagrioides. Estos son el mono-
fluoroacetato de (Z)-11-hexadecenilo (Z11-
16:FAc), el difluoroacetato (Z11-16:F2Ac) y
el trifluoroacetato (Z11-16:F3Ac). El cuarto

compuesto andlogo probado es la trifluoro-
metil cetona andloga, correspondiente a la
sustitucién del grupo acetato por un grupo
trifluoropropanona (Z11-16:TFP).

Pruebas de inhibicion
en electroantenografia (EAG)

En estos ensayos los machos de 1-2 dias
de edad se mantuvieron en cipsulas Petri de
10 cm d.i. X 2 cm de altura en presencia de
diferentes cantidades de compuestos andlo-
gos (1, 10, 100 y 1000 pg) con objeto de
presaturar los receptores de la antena. Los
productos se disolvieron en 100 pl de hexa-
no y se depositaron sobre una pieza de papel
de filtro de 2 x 2 cm. El disolvente se eva-
poré antes de la ubicacion de los papeles en
la cépsula Petri. Como control se utilizé una
pieza similar de papel tratado con hexano
solo. Los insectos fueron expuestos a los va-
pores durante 2 h en la oscuridad. Después
de este periodo, los insectos se trasladaron a
otra cipsula limpia y, después de 5 min de
acondicionamiento a la luz, se les amputé las
antenas y se determiné la actividad electro-
antenogréfica en un instrumento EAG simi-
lar al descrito por GUERRERO et al. (1986).

Las deflecciones EAG se midieron apli-
cando, a través de una pipeta Pasteur, 10 in-
sufladas de 10 pg del complejo feromonal
sobre la antena a intervalos de 10 s, para
asegurar la recuperacion total de los recep-
tores de la antena. Para cada concentracién
se utilizaron 8 insectos, y los valores de in-
hibicién se calcularon como el porcentaje de
disminucién relativa de la respuesta EAG
media de machos tratados en relacién al
valor medio exhibido por los insectos con-
trol. Los resultados se analizaron estadisti-
camente segiin el test de Student (P < 0,05).

Pruebas de inhibicién en campo
La evaluacién de la actividad inhibidora

de los andlogos en campo se realizé de dos
maneras diferentes: colocando el posible
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producto inhibidor en el mismo difusor de
feromona en la trampa, o bien, separado de
ésta en varios difusores rodeando la trampa
de feromona.

En ambos casos se utiliz6 una relacién fe-
romona-andlogo de 1:10, empleando 0,2 mg
de feromona en las trampas. Asi, cuando los
andlogos se colocaron en el mismo difusor de
feromona, los cebos se prepararon disolvien-
do 0,2 mg de feromona y 2 mg de los com-
puestos a probar en 1 ml de hexano y transfi-
riéndolo a un vial de polietileno cilindrico
(3 x 1,1 cm d.i.). El disolvente se evapord, y
los viales cerrados se utilizaron como difuso-
res. Cuando los andlogos se colocaron sepa-
rados de la feromona, la cantidad total de
analogo por trampa (2 mg) se distribuy6 en 6
viales (0,33 mg/vial), que se colocaron alre-
dedor de la trampa con alambres separados
unos 20 cm del difusor de feromona.

En ambos casos, las trampas, del tipo bo-
tella de agua, se colgaron a una altura de
unos 1,5 m alrededor del campo de maiz y
separadas unos 30 m entre ellas. Se coloca-
ron en un disefio lineal de bloques al azar y
fueron revisadas y rotadas cada semana. Para
cada formulacion se utilizaron 3 trampas y el
nimero de capturas se analizé estadistica-
mente segun el test de Student (P<0,05).

Pruebas de inhibicién en tiinel de viento

El tinel de viento utilizado tenfa unas di-
mensiones de 200 x 50 x 50 cm (QUERO y
GUERRERO, 1993). Las pruebas se llevaron a
cabo a una intensidad de luz de unos 4 lux,
una velocidad del aire de 28 cm/s y 21 + 1 °C.

Los ensayos de inhibicién se llevaron a
cabo exponiendo los machos a 1 pg de fero-
mona mezclado con 10 pg de andlogo. Los
compuestos se aplicaron a una silueta simu-
lando una hembra hecha de cartulina de
color marrén, y ésta se colocé en un clip
colgada a una altura de 20 cm del techo y a
30 cm de la parte anterior del tinel.

Se evaluaron 6 categorias de respuesta: sin
respuesta, movimiento de antenas, inicio de
vuelo, vuelo hasta la mitad del tinel, vuelo

de orientacién y contacto con la fuente. No
obstante, y a efectos practicos, en los resulta-
dos sélo se han considerado las categorias de
sin respuesta, movimiento de antenas, vuelo
de orientacién y contacto con la fuente. Cada
macho s6lo se utilizé en un experimento.

Para cada andlogo se utilizaron 39-41 ma-
chos. El porcentaje de inhibicién se calculd
por la disminucién relativa de respuesta en
comparacién a la feromona sola. Los resul-
tados se analizaron estadisticamente para
cada categoria de respuesta mediante una
tabla de contingencia 2 X 2 %2 con P<0,05
utilizando el nimero real de insectos con
respuesta y sin respuesta. Los resultados
estdn dados en porcentajes de inhibicién de
respuesta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de inhibicién
en electroantenografia (EAG)

En las pruebas de inhibicién en EAG, des-
pués de presaturar los receptores de los ma-
chos en un atmésfera de inhibidor, se ober-
va un efecto dosis-dependiente (figura 1),
siendo la actividad mds grande al aumentar
la dosis. Para la dosis més alta los tres pro-
ductos fluoroacetatos se comportaban como
inhibidores moderadamente buenos (inhibi-
cién superior al 60% en todos los casos). La
trifluorometilcetona (Z11-16:TFP) fue el
compuesto menos activo, ya que sélo a la
dosis de 100 pg dio inhibicién significativa
del 40%. Fue especialmente remarcable la
actividad del monofluoroacetato, muy acti-
vo a la dosis més baja (1 pg).

Pruebas de inhibicién en campo

Las pruebas de inhibicién en campo se re-
alizaron colocado el andlogo en el mismo
difusor que la feromona o separado de la fe-
romona en otros difusores alrededor de la
trampa. Los resultados pueden observarse
en la figura 2. El primer resultado que hay
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Fig. I.—Inhibicién de la respuesta EAG de machos de Sesamia nonagrioides a la feromona por los andlogos
fluoroacetatos del Z11-16:Ac. Se evalud la respuesta EAG media a la mezcla feromonal 69:8:8:15
(Z11-16:Ac/Z11-16:0H/Z.11-16:Ald/12:Ac) después de pre-saturar los receptores de la antena con vapores
de los compuestos, durante 2 h en la oscuridad, en comparacion con machos no tratados. Se probaron 8 insectos
para cada ensayo y se consideraron las 5 respuestas mayores de 10 insufladas de la mezcla feromonal sobre la antena.
Las barras con un asterisco (¥) representan valores de inhibicién significativos (P < 0,05, 7 de Student).
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Fig. 2 —Capturas de machos de Sesamia nonagrioides en trampas cebadas con la feromona y mezclas de la feromona
con los diferentes andlogos del Z11-16:Ac en una relacion 1:10. Los andlogos se colocaron en el difusor junto
con la feromona o separados alrededor del mismo. Como feromona se utilizé 200 pg de la mezcla
69:8:8:15 (Z1 1-16:Ac/Z11-16:0H/Z11-16:Ald/12:Ac). Se emplearon tres repeticiones por formulacion.

Las barras con asterisco (*) representan valores significativamente diferentes de la feromona sola
(P < 0,05, t de Student), para cada tipo de colocacion.
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que remarcar es el reducido niimero de cap-
turas obtenido en estas pruebas, explicable
por las temperaturas anormalmente bajas
que se dieron durante los meses de agosto y
septiembre y que hizo que una parte impor-
tante de la poblacién entrara en diapausa,
originando una tercera generacién muy poco
numerosa (EIZAGUIRRE y ALBAIES, 1992).

Por tanto, el bajo nimero de capturas ob-
tenidos en los controles, hacen que los re-
sultados de inhibicién obtenidos en las prue-
bas de campo se tengan que considerar con
cierta reserva. En las pruebas en las que los
andlogos se colocaron junto con la feromo-
na resultaron tener un gran efecto inhibidor
el mono- y trifluoracetato, con un 74% y un
429% de inhibicidn, respectivamente. La tri-
fluorometilcetona mostraba un efecto sinér-
gico al de la feromona, incrementando el
nivel de capturas del orden del 70% respec-
to a esta sola. Finalmente, el difluoroacetato
no mostraba ningtn efecto.

Cuando los productos andlogos se colo-
caron separados de la feromona y alrededor
de la trampa, el monofluoroacetato (Z11-
16:FAc) result6 ser también el andlogo con
mas actividad inhibidora. El resto de los
productos mostraron también un buen efecto
inhibidor en este tipo de ensayos. Es curiosa
la diferencia de actividad del difluoroacetato
(Z11-16:F2Ac), que no mostrd efecto cuan-
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do se colocé junto con la feromona y si un
buen efecto inhibidor al colocarlo separado,
al igual que la diferencia de actividad de la
trifluorometilcetona (Z11-16:TFP) que en
estas pruebas muestra un efecto inhibidor y
cuando se colocé junto a la feromona mos-
traba un efecto sinérgico.

Pruebas de inhibicién en tinel de viento

En el cuadro 1 se muestran los porcenta-
jes de inhibicién de respuesta en tinel de
viento de machos de S. nonagrioides mos-
trada por los andlogos fluorados del compo-
nente principal de la feromona sexual. La
feromona sola (1 pg) exhibié unos porcenta-
jes bastante altos de respuesta. Estos fueron
del 100% en movimiento de antenas, 85%
en vuelo de orientacién y del 77% en el con-
tacto con la fuente.

Cuando se aiiadié a la feromona 10 pg de
los diferentes andlogos se encontraron dife-
rencias segiin los productos. La adicién del
monofluoroacetato (Z11-16:FAc) provocd
una inhibicién moderada en la primera se-
cuencia de respuesta (14%), mientras que la
inhibicién fue elevada en las Gltimas se-
cuencias (vuelo de orientacién y contacto
con la fuente). El difluoroacetato (Z11-
16:F2Ac) no mostré ninguna actividad inhi-

Cuadro 1.~Inhibicién de la respuesta de machos de Sesamia nonagrioides en ensayos en tiinel
de viento por exposicion simultidnea a la feromona y a andlogos fluorados

Inhibicién de respuesta (%) (b)

Insectos
Producto (a) probados Movimiento de Vuelo de Contacto con
antenas orientacion la fuente
Feromona sola 48 0 0 0
Z11-16:FAc 44 14 52%* 79**
Z11-16:F2Ac 41 2 2 8
Z11-16:F3Ac 39 5 46%* 533k
Z11-16:TFP 39 18+ 25% 47%*

(a) En cada prueba se utilizé 1 pg de feromona + 10 pg de andlogo. La feromona utilizada mantenia la relacién

77:8:10:5 (Z11-16:Ac/Z11-16:0H/Z11-16:Ald/12:Ac).
(b) Significacion estadistica P < 0,05.
*) P<0,01.
(**) Segtin tabla de contingencia 2 x 2 2.



440 A. SANS, M. PRADOS, M. EIZAGUIRRE, C. LOPEZ Y M. RIBA

bidora en toda la secuencia. El trifluoroace-
tato (Z11-16:F3Ac) no actué como inhibi-
dor en el movimiento de antenas, pero en
cambio, si que se mostré como bastante
buen inhibidor del vuelo de orientacién y
del contacto con la fuente. Finalmente, la
trifluorometil cetona (Z11-16:TFP) mostré
una actividad inhibidora moderada en el
movimiento de antenas y en el vuelo de
orientacién y una actividad inhibidora
media en el contacto con la fuente.

DISCUSION

Segiin todos los resultados, el monofluo-
roacetato se ha mostrado como el mejor in-
hibidor de respuesta a la feromona en los
tres tipos de ensayos, EAG, campo y tinel
de viento. El trifluorocaetato ha exhibido
también una actividad inhibidora bastante
buena en estas pruebas. En cambio, el di-
fluoroacetato es el que ha mostrado el efecto
inhibidor m4s bajo de los tres fluoroaceta-
tos. Finalmente, la trifluorometil cetona ha
mostrado un efecto variable segin el tipo de
prueba. Asi, en las pruebas de ttinel de vien-
to y pruebas de capturas en campo al colo-
carla separada de la feromona ha mostrado
un efecto inhibidor de la respuesta de los
machos. En cambio, en los bioensayos en
EAG casi no tiene efecto y en las pruebas de
capturas en campo mezclada con la feromo-
na se le observa una actividad sinérgica.

Algunos productos similares a los proba-
dos en este trabajo ya habian estado ensaya-
dos en otras especies. Asi, los andlogos ha-
logenados de la feromona sexual de Plutella
xylostella ya habian estado previamente es-
tudiados en estudios electrofisiolgicos y
bioquimicos. Los compuestos, particular-
mente fluoroacetatos, mostraron una potente
actividad EAG y ser unos buenos inhibido-
res competitivos de la hidrélisis del acetato
de (Z)-11-hexadecenilo al correspondiente
alcohol per les esterases de la antena (PREST-
WICH y STREINZ, 1988).

En el mismo contexto, los fluoroacetatos
andlogos de la feromona sexual de Ostrinia

nubilalis también habian estado probados
como inhibidores de la respuesta de machos
de las razas feromonales E y Z de este pira-
lido en bioensayos de tinel de viento (SCH-
WARZ et al., 1990). Los autores encuentran
que estos andlogos muestran una actividad
feromonal diferencial, mientras los com-
puestos tenian una actividad feromonal de
moderada a débil en el tipo Z, en el tipo E
solamente el monofluoroacetato era alta-
mente activo.

Otros andlogos halogenados del (Z)-11-he-
xadecenal, el componente mayoritario de la
feromona sexual de Heliothis virescens, han
mostrado una actividad inhibitoria reversible
en laboratorio y en campo. El efecto se ha
postulado que ocurria a través de un mecanis-
mo asociativo-desasociativo de la antifero-
mona y los receptores de la antena (MORGAN
y MANDAVA, 1988). En la procesionaria del
pino Thaumetopoea pityocampa también se
ha descrito que mientras los andlogos fluora-
dos eran moderadamente activos, los corres-
pondientes andlogos clorados mostraban una
actividad débil o nula (CAMPS et al., 1990).
Los compuestos también fueron probados
como inhibidores de la respuesta feromonal
en laboratorio y en campo, siendo los com-
puestos fluorados notablemente mejores an-
tagonistas de la accién de la feromona que
los correspondientes no fluorados.

En relacién a la trifluorometil cetona ana-
loga probada, no ha mostrado una fuerte ac-
tividad inhibidora de la respuesta de los ma-
chos. Incluso, en campo y mezclada con la
feromona, se ha observado un efecto sinér-
gico en las capturas de machos. Respecto a
este tipo de compuestos, en la literatura se
encuentran resultados diferentes segiin las
especies. Asi, ALBANS et al. (1984) descri-
ben a la metil cetona andloga de la feromo-
na de H. virescens, (Z)-12-heptadecen-2-
ona, como un inhibidor de la respuesta a la
feromona en tinel de viento. En Antheraea
polyphemus la 1,1,1-trifluoro-2-tetradecano-
na resulta ser un potente inhibidor de la acti-
vidad de las esterasas (VOGT et al., 1985).
En Trichoplusia ni, este mismo compuesto
y la (Z)-1,1,1-trifluoro-10-pentadecen-2-ona
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son también potentes inhibidores de las es-
terasas, pero esta tiltima no inhibe las captu-
ras en campo (HAMMOCK et al., comunica-
cién personal en PRESTWICH, 1987). En
cambio, en P. xylostella y O. nubilalis, las
trifluorometil cetonas andlogas solamente
actuan como inhibidores moderados de la
esterasa (PRESTWICH y STREINZ, 1988;
KLUN et al., 1991). En T. pityocampa, las
trifluorometil cetonas andlogas de la fero-
mona no muestran actividad inhibidora de la

ABSTRACT

respuesta EAG, pero si de inhibicién de
capturas en campo al mezclarlas con la fero-
mona (PARRILLA, 1993).

En consecuencia, se puede decir que la
actividad de un determinado tipo de andlogo
no es extrapolable de una especie a otra,
sino que se ha de estudiar cada caso en con-
creto. Esto demuestra que las proteinas rela-
cionadas con la percepci6n de la feromona y
su funcionamiento pueden diferir notable-
mente entre especies.

SANS, A.; PRADOS, M.; EIZAGUIRRE, M.; L6pPEZ, C. y RiBA, M., 1998: Use of fluori-
nated analogues of the sex pheromone of Sesamia nonagrioides Lef. as inhibitors of its
biological activity. Bol. San. Veg. Plagas, 24(Adenda al n.° 2): 435-442.

Some fluorinated compounds, analogues of the (Z)-11-hexadecenyl acetate, main

component of the sex pheromone of the noctuid Sesamia nonagrioides Lef. have been
evaluated as inhibitors of the pheromone action. These compounds were the fluoroace-
tates (mono, di and trifluoroacetate) and the trifluoromethyl ketone [(Z)-1,1,1-trifluoro-
14-nonadecen-2-one] analogues. Studies on the electrophysiological activity (electro-
antennogram, EAG), on the behaviour in wind tunnel and field catches tests were used
to evaluate the inhibitory action. The fluoroacetates, specially mono and trifluoroaceta-
te, showed an inhibition of the pheromone action in all tests, whereas the trifluoro-

methyl ketone showed an activity much lower.

Key words: Sesamia nonagrioides, inhibition, sex pheromone, fluorinated analo-

gues, field tests, wind tunnel, EAG.
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