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1. INTRODUCCION
1.1. ESPECIES DE ESTUDIO

T. absoluta (Meyrick) es un insecto polifago que constituye una plaga muy dafina del tomate y
otras solanaceas de interés econdmico, como la berenjena, el pimiento y el tabaco.
Actualmente estd considerada como una de las mayores amenazas para los cultivos de tomate
en Europa, llegando a causar una pérdida del 40-100% de los cultivos, afectando fuertemente
asi a las exportaciones de muchos paises (Desneux et al., 2010). Las larvas son las causantes de
las pérdidas, alimentandose de diferentes tejidos de la planta como hojas, tallos, apices, flores
y frutos, haciéndolos no aptos para la venta o consumo (Torres et al., 2001). Por su parte, G.
molesta es una plaga caracteristica de frutales con hueso (Sciaretta et al., 2006), como el
melocotonero, nectarina, ciruelo, albaricoque y cerezo, pudiendo dafar también a frutales de
pepita como el peral y el manzano (Pollini & Bariselli, 1993), y por tanto también de un gran
interés comercial. Es originaria del noroeste de China, pero se ha extendido mundialmente y
en la actualidad esta presente en las mayores areas de produccion de Europa, Asia, América,
Africa, Australia y Nueva Zelanda (Chapman & Lienk, 1971), y de nuevo son las larvas las
responsables del dafio, atacando brotes y frutos.

El control de T. absoluta se basa principalmente en el uso de tratamientos quimicos, pero su
eficacia es limitada debido al desarrollo del insecto en el interior de los tejidos del hospedador
o en el suelo, quedando fuera del alcance de los pesticidas (Lietti et al., 2005). El nimero de
insecticidas efectivos es limitado y los agricultores usan combinaciones de éstos para
mantener la infestacién por debajo del umbral econémico (Lietti et al., 2005; Siqueira et al.,
2001). Ademas del alto coste, estos tratamientos conllevan una serie de desventajas, como la
eliminacion de enemigos naturales, acumulaciéon de restos del insecticida en frutos y el
desarrollo de resistencias (Silva et al., 2011). Debido a ésto, se utilizan estrategias de manejo
de control integrado para controlar esta plaga, como la utilizacién de enemigos naturales y
organismos entomopatégenos (Desneux et al.,, 2010), o el uso de su feromona, la cual ha
demostrado ser muy atractiva para los machos conespecificos en tunel de viento y campo
(Attygalle et al., 1996). Aunque la disrupcién sexual utilizando el componente mayoritario
(E3,Z8,Z11-14:Ac o TDTA) es tan efectiva como el control quimico durante al menos 4 meses
(Vacas et al., 2011), la sintesis de este compuesto es muy cara y hace que su uso sea limitado.
Por otro lado, para el control de G. molesta se utilizan principalmente combinaciones de
insecticidas organofosforados y carbamatos (Attanasov et al.,, 2003), aunque también
presentan las tipicas desventajas de los plaguicidas convencionales, como la contaminacion
ambiental, escasa especificidad y desarrollo de resistencias. Como alternativa al control
quimico, se puede llevar a cabo control biolégico por especies depredadoras y parasitas
(Atanassov et al., 2003), aunque su accion resulta insuficiente para controlar las poblaciones
(Avilla et al., 2008). Sin embargo, el uso de la confusion sexual controla esta plaga con altos
niveles de eficacia, aunque cuando los niveles de infestacion son muy altos sigue siendo
necesario el uso de ciertos tratamientos insecticidas como refuerzo (Trimble et al., 2001,
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Atanassov et al.,, 2002). Por estas razones, se hace necesario el desarrollo de nuevas
alternativas, mas especificas y menos contaminantes para el control de estas especies.

1.2. TRIFLUOROMETILCETONAS Y METILCETONAS COMO INHIBIDORES DE ESTERASAS

Las trifluorometilcetonas (TFMKs) son moléculas que poseen la capacidad de inhibir un gran
numero de enzimas hidroliticas gracias a su capacidad para formar hidratos estables en
soluciones acuosas formando un aducto de geometria tetraédrica con el centro activo de la
enzima (Gelb et al., 1985; Rosell et al., 1996; Wiedemann et al., 1998). Se ha comprobado la
efectividad de este tipo de compuestos en la inhibicién de esterasas y proteasas, como las
acetilcolinesterasas y carboxilesterasas presentes en mamiferos (Gelb et al., 1985; Ashour &
Hammock, 1987). Las TFMKs han resultado ser también efectivas en la inhibicidon de esterasas
presentes en el sistema olfativo de los insectos, concretamente de las enzimas degradantes de
feromonas, encargadas de mantener en el interior de las sensilas una baja concentracion de
moléculas de feromona, evitando que se acumulen y manteniendo asi una alta sensibilidad de
la antena, lo que es fundamental para la comunicacién quimica entre sexos (Renou et al.,,
1997). Las cetonas fluoradas, con una estructura andloga a las feromonas sexuales por
sustitucion del grupo acetato por un grupo trifluoroacilo, han demostrado una notable
capacidad como inhibidores de la comunicacién sexual entre sexos de un gran numero de
especies de lepidépteros, como Sesamia nonagriodes (Riba et al., 2001), Spodoptera littoralis
(Rosell et al., 1996), Spodoptera frugiperda (Malo et al., 2013), Thaumetopoea pityocampa
(Parrilla & Guerrero, 1994), Mamestra brassicae (Renou et al., 1997), Ostrinia nubilalis (Solé et
al., 2008a; Solé et al., 2008b), Bombyx mori (Pophof, 1998), Cydia pomonella (Giner et al.,
2009) y Zeuzera pyrina (Mufioz et al., 2011). De la misma manera, las metilcetonas (MKs), con
una estructura idéntica a las TFMKs pero sin atomos de fldor, han demostrado ser capaces
también de inhibir reversiblemente la respuesta de los machos a feromonas en las especies
Heliothis virescens (Albans et al., 1984) y Ostrinia nubilalis (Solé et al., 2008a).

En este capitulo se pretende establecer la actividad de nuevos antagonistas de la feromona de

T. absoluta y G. molesta, con el fin de determinar su efectividad en el control de estas plagas
en el marco de un control integrado de las mismas (IPM).
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2. MATERIAL Y METODOS
2.1. COMPUESTOS QUiMICOS

Los andlogos estructurales (MKs y TFMKs) empleados en los trabajos fueron proporcionados
por el Dr. Marc Puigmarti Borrell, miembro de nuestro grupo, asi como los compuestos
feromonales de T. absoluta y G. molesta.

ESPECIE COMPUESTO ESTRUCTURA

Compuestos andlogos al

compuesto mayoritario
feromonal

E3,28,211-14: TFMK
E3,28,211-14:MK

Compuestos andlogos al

E3,Z8-14:TFMK S
compuesto minoritario

T. absoluta E3,Z8-14:MK
feromonal
E3,Z11-14:TFMK
E3,Z11-14:MK Otros andlogos al compuesto
Z8,21114:TFMK minoritario feromonal

78,711-14:MK

Compuesto andlogo al

Z8-12:TFMK
78-12:MK acetato fe.ron.wonal
G. molesta mayorltarl|o
E8-12:TFMK Compuesto andlogo al
E8-12:MK aceta’Fo fe_ron‘qona|
minoritario
2.2. INSECTOS

2.2.1. T. absoluta

Insectos recogidos en un invernadero infestado en Matard (Barcelona, Espafia), y mantenidos
de forma continuada en las instalaciones habilitadas del IQAC en las condiciones descritas en el
apartado 1.1 del capitulo 3. Tras separar y sexar las pupas, los adultos emergidos fueron
separados diariamente y colocados en cajas que contenian algodéon impregnado con una
solucién azucarada “ad libitum” hasta que alcanzaron la edad dptima para cada uno de los
experimentos.

2.2.2. G. molesta

La colonia de esta especie mantenida en las instalaciones del ETSEA (Lérida) procedia de una
poblacién cedida por el Departamento de Proteccién de Cultivos de la UDL-IRTA. A su vez, los
insectos presentes en las instalaciones del IQAC procedian de la colonia que se habia
establecido previamente en Lérida. Ambas colonias fueron criadas con un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 de oscuridad, a 25 * 2 2C de temperatura, y humedad relativa del 40-60 %. El
proceso de cria fue el mismo en ambos lugares, aunque con pequefias variaciones. El
procedimiento aparece detallado en el apartado 1.2 del capitulo 3. Las pupas fueron sexadas y
se separaron los machos en cristalizadores hasta que emergieron los adultos. Machos virgenes
de entre 1y 2 dias de edad fueron usados en los experimentos. Para los ensayos de inhibicion

73




Andlisis funcional, actividad electrofisioldgica y pruebas de campo de antagonistas
feromonales de T. absoluta y G. molesta

de esterasas, las antenas de machos cortadas también fueron almacenadas a -802 hasta su
uso.

2.3. ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS

Se llevaron a cabo dos tipos de ensayos, el primero de ellos para determinar la actividad
intrinseca de los compuestos andlogos a la feromona, y el segundo tipo para evaluar el efecto
inhibidor de los mismos sobre la respuesta antenal.

El electroantenograma utilizado se adquirié comercialmente de Syntech (Alemania) y aparece
descrito en el capitulo 3 (apartado 2.1). Sobre preparaciones de antenas preparadas tal como
se describe en el capitulo 3, se hizo pasar un flujo de aire continuo humidificado (200 ml/min)
por un tubo de cristal (7 cm de largo x 0,5 mm de diametro). Se estimulé la antena con
insufladas de aire (240 ml/min) durante 100 ms a través de una pipeta Pasteur que contenia
un fragmento de papel de filtro (2 x 1 cm) sobre el que se habian depositado distintas
cantidades de antagonistas diluidas en hexano. Antes de la utilizacion de las pipetas, se
permitié que se evaporara el disolvente.

2.3.1. ACTIVIDAD INTRINSECA

Para los ensayos de actividad intrinseca, se realizaron dos pulsos de aire (puffs) de 1, 10 y 100
pg de cada compuesto que se hicieron incidir sobre la antena de 8-10 insectos a intervalos de
60 s. Entre las distintas dosis se intercalaron dos insufladas de hexano (blanco). La respuesta
de la antena para cada una de las dosis de los distintos andlogos fue determinada por
diferencia del valor medio de las despolarizaciones de las dos insufladas realizadas con cada
agente estimulante menos la media obtenida de los blancos realizados inmediatamente antes
y después de cada una de las insufladas con el posible inhibidor. Para los estudios estadisticos,
los valores de las respuestas a una misma dosis fueron transformados en In(x+0.1) y sometidos
a un analisis de la varianza de una via (ANOVA) para detectar diferencias entre los distintos
analogos, seguidos del test de Tukey para hallar diferencias dos a dos (P<0.05). Cuando los
datos obtenidos no cumplian los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas tras
su transformacion en logaritmo neperiano, se llevd a cabo el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido de la prueba de Kolmogorof-Smirnov para las comparaciones dos a dos
(P<0.05).

2.3.2. ENSAYOS DE INHIBICION

Se evaluo el efecto de 10 y 100 pg de cada uno de los posibles inhibidores sobre antenas de
machos virgenes. En este caso, el procedimiento empleado para evaluar este efecto en ambas
especies fue diferente, debido a la distinta autoria de las pruebas (véase mas abajo).
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2.3.2.1. T. absoluta

Se hizo pasar un flujo de aire continuo a través de una pipeta Pasteur que contenia un papel de
filtro con las distintas cantidades de inhibidor sobre cada una de las antenas durante 5 min. Se
registrd la respuesta de la antena en EAG a 1 ug del compuesto feromonal mayoritario antes,
durante, y a los 6, 15 y 24 min después de la exposicion al flujo. Se estudid la respuesta en 8-10
antenas para cada andlogo feromonal, y se determind el valor de la respuesta igual que en el
apartado anterior. El porcentaje de inhibiciéon fue calculado en base a la amplitud de la
despolarizacién inducida por 1 pg de TDTA mientras una corriente continua de inhibidor
pasaba sobre la antena y a diferentes tiempos después de que el tratamiento hubiera
finalizado, utilizando la siguiente férmula:

% inhibicion = [(Reontrol - Rtratamiento)/Rcontrol] X 100

Donde Reontrol €S €l valor medio de la respuesta a la feromona antes del tratamiento, y
Riratamiento €l valor medio obtenido a los distintos tiempos durante y después del tratamiento.
Para saber si existian diferencias significativas de las respuestas a los distintos tiempos se
utilizé el test de Friedman para datos apareados. No obstante, y puesto que este test no
especifica entre qué pares hay diferencias, posteriormente se llevé a cabo el test de Wilcoxon
(P<0.05).

2.3.2.2. G. molesta

Los ensayos sobre esta especie fueron desarrollados por Luis Gonzalez Nieto en su Trabajo de
Fin de Master, dirigido por los Drs. Albert Sans Badia y Magi Riba Viladot en las instalaciones
del ETSEA (Lérida).

En este caso se utilizd un total de 96 machos para estudiar la respuesta antenal de cada
compuesto, 48 por cada dosis (10 y 100 ug), de los cuales la mitad fueron controles. Los
insectos permanecieron en grupos de 10 durante 2 h en placas de Petri en cuyo interior se
habia colocado un papel de filtro (2 x 2 cm) sobre el que se habia aplicado el correspondiente
compuesto a cada una de las dosis a ensayar o hexano (control, 100 ul previamente
evaporado). Tras este periodo se cortd una de las antenas de cada macho, se le elimind un par
de antendmeros de la zona distal y se colocd entre dos electrodos para evaluar la respuesta en
el EAG. Cada antena fue sometida a tres repeticiones de una secuencia de 2 “puffs” de hexano
seguidos de otros 5”puffs” de 0,1 ug de feromona, separados por intervalos de 30 s. La mezcla
feromonal empleada consistié en una mezcla de acetato de (Z)-8-dodecenilo (Z8-12:Ac),
acetato de (E)-8-dodecenilo (E8-12:Ac), y (Z)-8-dodecen-1-ol (Z8-12:0H) en proporcion
100:6:10, respectivamente (Baker et al., 1981).

Para calcular las diferencias de respuesta electroantenografica, a la media de las
despolarizaciones provocadas por la feromona se restd la obtenida con los controles. Se
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compararon las respuestas de los insectos tratados con los potenciales inhibidores con los
insectos no tratados, seguido de un andlisis de la varianza (ANOVA) y del test de Tukey
(P<0.05).

2.4. INHIBICION DE ESTERASAS ANTENALES

Los extractos de esterasas antenales fueron obtenidos a partir de homogenizados de lotes de
50-70 antenas suspendidas en 2,5-3,5 ml de tampodn fosfato sédico (100 mM, pH 7). Las
antenas se sonicaron en una sonda de ultrasonidos SFX 150 digital (Branson, Espafia) 3 veces a
potencia media durante 10 s, y se centrifugaron a 12000 rcf durante 10 min a 82C en una
centrifuga 5810 R (Eppendorf, Alemania).

Previamente, para ambas especies se realizaron una serie de pruebas preliminares para poner
de manifiesto la actividad esterdsica de las enzimas presentes en las antenas de machos y
establecer las condiciones mas adecuadas para los posteriores ensayos con inhibidores. Para
cada uno de los compuestos analogos a los acetatos feromonales, se colocaron 100 pl de un
homogenizado equivalente a 2 antenas en el caso de T. absoluta y 3 antenas en el de G.
molesta en tubos de borosilicato, y se afiadieron 2 pl de distintas disoluciones del
correspondiente inhibidor (50-300 ng/ul en etanol). Las mezclas se agitaron en un vortex
Genius 3 (IKA, Alemania) y se pre-incubaron en un bafio termostatico Multitemp Il (GE
Healthcare, Reino Unido) durante 15 min a 252C en el caso de T. absoluta y a 282C con G.
molesta. Posteriormente, se afiadieron 2 pl de una solucidn de 50 ng/ul del correspondiente
componente mayoritario de la feromona de ambos insectos en etanol, y se incubé durante 45
min mas en el caso de T. absoluta, y 30 min mas en el caso de G. molesta. Finalmente, se
interrumpid el proceso de hidrdlisis de las esterasas afadiendo 180 ul de hexano, se agito
fuertemente la mezcla y se separé la fase orgdnica de la solucién tamponada cuidadosamente
con una pipeta Pasteur. La fase organica se dispuso en un vial cdnico y se concentrd hasta un
volumen final de unos 2-3 pul justo antes de proceder a su anadlisis por cromatografia de gases.
Se realizaron tres réplicas para cada ensayo, y se llevaron a cabo controles simultdneos en
cada prueba en los cuales no se afiadié inhibidor. La potencia de inhibicién de los compuestos
fue calculada como el porcentaje relativo de descenso de hidrdlisis de la feromona en
presencia del inhibidor respecto al valor medio de hidrélisis obtenido en el ensayo control. Los
analisis cromatograficos se llevaron a cabo en un cromatégrafo de gases Trace 2000, equipado
con un detector FID y una columna capilar de silice HP-5 de 25 m x 0.2 mm i.d. x 0.25 pm
(Agilent Technologies, Espafia). Las condiciones del programa cromatografico empleado para
T. absoluta fueron las siguientes: inyeccién a 602C durante 1 min, 32C/min hasta los 1809C y
52C/min hasta alcanzar los 2802C que se mantuvieron durante 10 min mas. En estas
condiciones, el compuesto feromonal mayoritario y su correspondiente alcohol muestran unos
tiempos de retencién de 25,4 y 21,1 min, respectivamente. Para G. molesta el programa de
temperatura fue: inyeccién a 60°C durante un 1 min, 32C/min hasta los 1802C y 102C/min
hasta los 2802C que se mantuvieron durante 10 min. En estas condiciones, el compuesto

76



Andlisis funcional, actividad electrofisioldgica y pruebas de campo de antagonistas
feromonales de T. absoluta y G. molesta

feromonal mayoritario y su correspondiente alcohol muestran unos tiempos de retencidn de
30,16 y 25,06 min, respectivamente.

2.5. PRUEBAS DE CAMPO
2.5.1. T. absoluta

Las pruebas de campo para esta especie fueron llevadas a cabo por el Dr. Antonio Ortiz
(Universidad de Jaén) en una plantacion de tomate de 2 ha en el municipio de Baeza, provincia
de Jaén, durante 3 afios consecutivos. Los ensayos tuvieron lugar del 7 de septiembre al 1 de
octubre de 2013, del 3 de junio al 21 de septiembre de 2014, y del 16 de abril al 17 de junio en
2015.

Esta plantacion fue dividida en tres blogues con una separacién de al menos 100 m entre
ellos. En cada blogue se colocaron tres trampas Delta con laminas pegajosas (Semiotrap,
Espafia) a una altura de 0,5 m y separadas unas de otras al menos 30 m. Se distribuyeron de
manera aleatoria y una vez a la semana se rotaron y cambiaron las |laminas para contar el
numero de insectos capturados. Cada trampa contenia un septum con una formulacion
especifica, los cuales se cambiaron cada 5 semanas siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los analogos feromonales que se probaron en campo fueron E3,728,Z11-14:TFMK;
E3,28,Z11-14:MK; E3,Z8-14:TFMK y E3,Z28-14:MK.

Como control se utilizaron trampas cebadas con 500 pg/vial de una mezcla 90:10 de los
componentes feromonales a la que se habia afiadido la misma cantidad de antioxidante (2,6-
di-tert-butil-4-metilfenol, BHT) disuelto en hexano para evitar su degradacién en campo. Las
trampas con inhibidor contenian mezclas de 500 pg de la mezcla feromonal junto a 500 ugy 5
mg del correspondiente compuesto inhibidor. Estas mezclas fueron introducidas en viales de
polietileno de baja densidad (LDPE) de 2 ml (32 mm o.d. x 6 mm largo, 1 mm de espesor,
Semiotrap, Espafia). En todos los casos el disolvente fue evaporado justo antes de cada
ensayo.

Para el estudio estadistico, se realizd el test no paramétrico de rangos de Kruskal-Wallis para
hallar diferencias en el numero de capturas, seguido de la prueba de rangos con signo de
Wilcoxon para las comparaciones dos a dos (P<0.05).

2.5.2. G. molesta

Los ensayos de campo fueron realizados por el grupo de investigacion de los Drs. Magi Riba y
Albert Sans (ETSEA, Universidad de Lérida) en una parcela comercial de Alcarras (Lérida) donde
se cultivaba melocotdn y nectarina. Los ensayos tuvieron lugar a finales de septiembre de
2013, del 8 de abril hasta el 9 de mayo del 2014, y del 18 de marzo al 17 de abril de 2015.

En este caso, la parcela se dividid en 4 bloques, cada uno de los cuales se correspondia con
una hilera de arboles en la que se colocaron aleatoriamente 5 trampas con 5 tratamientos
distintos. Cada trampa contenia un difusor tipo séptum donde se depositaba el tratamiento
correspondiente. La distancia entre las trampas del mismo bloque era de unos 20 m, con una
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separacion lateral de 3 m entre las distintas filas de arboles. El conteo de los machos
capturados se realizé 2 veces por semana, momento en el que se rotaban las trampas.

Cada uno de los 5 tratamientos fue replicado 4 veces (una por bloque). Como control, se
utilizaron trampas cebadas con 100 g de la mezcla feromonal preparada como se especificé
en el apartado de electroantenografia. Los otros 4 tratamientos consistian en mezclas binarias
de feromona junto con cada uno de los potenciales inhibidores en proporcién 1:10 (100 pg de
feromona + 1000 ug de Z8-12:TFMK; 100 pg de feromona + 1000 pug de Z8-12:MK; 100 pg de
feromona + 1000 pg de E8-12:TFMK y 100 pg de feromona + 1000 pg de E8-12:MK).

El estudio estadistico varié segun los ainos del estudio. Para los datos del afio 2014, se realizé
un analisis de la varianza (ANOVA) seguido de una comparaciéon de medias dos a dos con el
test LSD (P<0,05). Para hallar diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y el
control se transformaron los datos en log(x+1), mientras que en la campaina de 2015 fue
necesario transformarlos en sqrt(x+1) para aplicar una ANOVA seguida posteriormente del test
de rango multiple de Duncan (P<0.05).
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3. RESULTADOS
3.1. T. absoluta
3.1.1. ELECTROANTENOGRAFIA
3.1.1.1. ACTIVIDAD INTRINSECA

Todos los analogos mostraron actividad electrofisioldgica sobre las antenas de machos con un
efecto dosis dependiente (Figura 5.1). A la dosis de 1 pg, sélo el compuesto E3,Z8,Z11-
14:TFMK mostré cierta actividad (0,9 + 0,2 mV), aunque notablemente menor que la generada
por la misma dosis del componente mayoritario de la feromona (4,4 + 0,2 mV) (ANOVA, df=21,
F=30,971, P=0,001). A la dosis de 10 pg, la actividad de los andlogos del trieno alcanzd valores
de 2,6 (TFMK) y 2,3 mV (MK), significativamente mayores que la de los correspondientes
dienos (0,3 + 0,04 mV para E3,28-14:.TFMK, 1,1 + 0,1 mV para E3,Z8-14:MK) (Kolmogorof-
Smirnov, P<0.05). A la dosis de 100 pg no se aprecia aun saturacion de los receptores, y las
respuestas aumentan hasta 5,5 + 0,8 mV para el E3,Z8,711-14:TFMK. Los compuestos mas
activos son los andlogos triénicos, seguido del dieno E3,Z8-14:MK. El resto de compuestos
diénicos apenas muestran actividad a las dosis de 1 y 10 ug, y sélo a la dosis de 100 ug
muestran valores comprendidos entre 0,7 £ 0,1y 2,5+ 0,2 mV (Anexo, Tabla 4).
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0 _ 37%
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Figura 5.1. Actividad intrinseca en EAG de los diferentes inhibidores (N=8-10) en comparacidn con la
feromona. La respuesta media a 1 ug del componente feromonal mayoritario aparece representado
como una linea horizontal (4,37 + 1,75 mV). Las respuestas a 1 y 100 ug de los diferentes analogos
fueron sometidas a un analisis de la varianza de una via (ANOVA) seguido del test de Tukey para las
comparaciones por pares (P<0.05). Para la dosis de 10 pg, se llevo a cabo el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido de la prueba Kolmogorof-Smirnov para las comparaciones dos a dos (P<0.05).
Los niumeros entre paréntesis sobre las barras indican el porcentaje de antenas que respondieron para
cada tratamiento; en el caso de estar ausentes, este porcentaje fue del 100%. Para una misma dosis,
letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas.
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3.1.1.2. ENSAYOS DE INHIBICION

A la dosis de 10 pg solo el compuesto E3,Z8,Z11-14:MK fue capaz de disminuir
moderadamente la respuesta en EAG a la feromona durante la exposiciéon de la antena al
inhibidor (46% de inhibicion), reduciéndose hasta el 23% inmediatamente después de retirar el
tratamiento, y recuperandose la actividad normal de la antena pocos minutos mas tarde (t=6")
(Anexo, Figura 1). La disminucién de la respuesta, sin embargo, no fue significativa.

A la dosis de 100 pg, sélo los analogos triénicos y el compuesto diénico E3,28-14:MK
consiguieron reducir la respuesta de la antena al componente feromonal en un 93-98%
durante el tratamiento (0,03 + 0,01 mV para E3,28,711-14:MK, 0,15 + 0,1 mV para E3,28,7211-
14:TFMK y 0,04 £ 0,02 para E3,Z8-14:MK)(Figuras 5.2, A y B). El mayor efecto inhibidor fue
causado por la metilcetona andloga al trieno feromonal, seguida de la metilcetona andloga al
dieno, y finalmente por la TFMK triénica. La inhibicion fue totalmente reversible en el caso de
la E3,Z8-14:MK (3,1 + 0,8 mV al cabo de 24 min después del tratamiento frente a los 3,1 £ 0,4
mV antes del tratamiento) y parcialmente reversible para la E3,28,711-14:TFMK (2,4 + 0,3 mV
después del tratamiento frente a los 2,7 * 0,4 antes de él). La 3E,Z8,711-14:MK provocd una
fuerte inhibicidn de la respuesta antenal (70,5% de inhibicidon 24 min después del tratamiento)
con una recuperaciéon muy baja a lo largo del tiempo (2,8 + 0,7 mV antes y 0,8 +0,3 mV
después del tratamiento) (Figuras 5.2, Ay B). Estos resultados muestran que el efecto inhibidor
de las MKs es superior al de las TFMKSs, y su accion mas duradera.
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Figuras 5.2. Porcentaje de inhibicion (media + EE) de la respuesta en EAG inducida por 1 pg del
componente mayoritario de la feromona al pasar una corriente de aire cargado con 100 pg de los
compuestos  E3,78,211-14:TFMK, E3,Z8,211-14:MK, E3,Z8-14:TFMK 6 E3,Z8-14:MK. Barras
correspondientes al mismo tratamiento con las mismas letras indican que no existen diferencias
significativas (test de rangos de Wilcoxon, P<0.05).

Los otros compuestos ensayados no provocaron descenso alguno en la respuesta en EAG ni
durante el tratamiento ni a ninguno de los tiempos observados tras el mismo, a excepcion de
los compuestos E3,Z8-14:TFMK y Z8,Z11-14:MK, que produjeron una reduccién momentdnea
de la respuesta del 24,3% y del 88,4% durante la exposicion al inhibidor. Para estos
compuestos y el resto de dienos andlogos sintetizados se observé un aumento en la magnitud
de la respuesta a la feromona a lo largo del tiempo después del tratamiento (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Valores promedio de respuesta en EAG a un 1 pg del componente mayoritario de la feromona
(media + EE) expresada en mV antes, durante y a distintos tiempos (T=0’, 6’,15’ y 24’) después de una
dosis de 100 pg de los distintos analogos y porcentaje de inhibicion correspondiente.

E3,Z8,211-14:TFMK

2,65+0,41 0,15 + 0,07 0,94 +0,18 1,51+0,22 2,12+0,33 2,35+£0,29

94,3% 64,5% 43,0% 20,0% 11,3%
2,81+0,65 0,03 +£0,01 0,06 + 0,02 0,12 + 0,05 0,38+0,14 0,83 +£0,27
E3,Z8,211-14:MK
98,9% 97,8% 95,7% 86,5% 70,5%

E3,Z8-14:TFMK 3,41+0,45

2,58 £0,50 3,39+0,52 4,27 £0,78 4,67 £1,03 4,95+ 0,89

24,3% 0,6% -25,2% -36,9% -46,1%
0,04 + 0,02 0,11 +0,07 0,22+ 0,07 1,50+0,33 3,11+0,74
E3,28-14:MK 3,14+0,44
98,7% 96,5% 93,0% 52,2% 0,9%

E3,Z211-14:TFMK 3,71+0,48
-25,9% -42,9% -59,6% -64,8%

4,67 £0,49 5,29 £ 0,64 5,9+0,66 6,11 +£0,51 6,56 + 0,36

-76,9%

E3,211-14:MK

3,08+0,31 4,31+0,53 5,25+0,78 5,89+0,85 6,60+ 0,72 6,72 +£0,49

-39,9% -70,5% -91,0% -114,1% -117,9%
+ + + +
3,53+0,35 472+0,52 5,67 £ 0,46 6,44 + 0,56 6,09 + 0,02
Z8,211-14:TFMK 3,22+0,23
-9,5% 46,5% -76,1% -99,7% -88,9%
0,43 £0,07 1,71+0,27 4,23 +0,84 5,00 + 0,88 5,33+0,72
28,211-14:MK 3,73+0,43
88,4% 54,1% -13,5% -34,1% -42,9%

3.1.2. INHIBICION DE ESTERASAS

Para optimizar el proceso de inhibicidn de las esterasas antenales de machos de T. absoluta, se
probaron diferentes condiciones de temperatura (20, 25, 28 y 322C) y tiempo de incubacion
(15, 30, 45 y 60 min). Se determind que las condiciones idéneas deberian ser 252C y 45 min de
incubacidn, con los cuales se obtuvo un porcentaje de hidrélisis del 68% (Anexo, Figura 2.A).
Sin embargo, se observé que los potenciales antagonistas no eran buenos inhibidores, ya que
diferentes concentraciones de todos los compuestos no inhibian en absoluto la actividad
esterasica, ni siquiera a la mayor dosis ensayada. Solo uno de los potenciales inhibidores, el
E3,Z8,211-14: TFMK, mostré una capacidad inhibidora modesta (28% de inhibicién a 50 ng/ul,
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40% a 100 ng/ul, y 38% ng/ul), que disminuyd al incrementar la concentracién (23% a 200
ng/ul y practicamente cero a 250 ng/pl).

3.1.3. PRUEBAS DE CAMPO

En el afilo 2013 se dieron unos niveles de infestacion muy altos en la parcela donde se llevaron
a cabo los ensayos, capturdndose una media de 101,1 + 4,5 machos por trampa de feromona
(control) y dia. Las trampas que contenian los compuestos E3,78,711-14:.TFMK, E3,78,711-
14:MK y E3,Z8-14:MK mezclados con la feromona en proporcion 1:1 ejercieron una atraccion
significativamente menor que la feromona sola (aproximadamente un 20% menos), mientras
que el dieno E3,Z8-14:MK resultd ser inactivo. Todas las mezclas feromona-analogos en
proporcién 1:10 mostraron un nimero de capturas significativamente menor que el control,
pero no mostraron diferencias significativas con la dosis 1:1, a excepcién del compuesto
E3,Z28,711-14:TFMK. Sorprendentemente, todos los compuestos resultaron ser atrayentes por
si mismos para los machos adultos de esta especie, sobre todo los andlogos diénicos con
porcentajes del 66,4 % (TFMK) y 77% (MK) en relacién a la feromona (Figura 5.3.A) (Dominguez
et al., 2016).

En 2014, los niveles de infestacion fueron mucho mas moderados y la media de machos
capturados por trampa de feromona y dia fue de 21,1 + 2,8. Durante esta campafia, ninguno
de los compuestos mostré un efecto antagonista significativo cuando se mezclaron con la
feromona en proporciéon 1:1. En las mezclas 1:10 sélo las que contenian los andlogos
E3,Z8,211-14:MK y E3,Z8-14:TFMK mostraron un numero de capturas significativamente
inferior a las obtenidas con las trampas control. De nuevo, todos los compuestos presentaron
actividad intrinseca moderada cuando se probaron de manera aislada (Figura 5.3.B)
(Dominguez et al., 2016).

En la campafia del 2015, los niveles de infestacidon fueron incluso menores que los del afo
anterior (2,82 + 0,06 machos/trampa de feromona/dia), y solo el compuesto E3,28,211-14:MK
indujo una disminucion del nimero de capturas cuando se combind con la feromona en
proporcién 1:1. En proporcién 1:10 todos los compuestos indujeron una reduccién parcial pero
significativa del efecto atrayente de la feromona. En esta campaiia los antagonistas no se
probaron de manera aislada (Figura 5.3.C) (Dominguez et al., 2016).
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Figura 5.3. NUmero de capturas por trampa y dia (media + DE) de machos de T. absoluta por la
feromona (control), mezclas de feromona-inhibidor en proporcién 1:1 y 1:10, e inhibidor solo durante
los afios 2013 (A), 2014 (B) y 2015 (C). Para cada compuesto, barras con letras diferentes indican
diferencias significativas en el nUmero de capturas con respecto al control (test no paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon, P<0.05). En la campafia del
2014 (B) se obtuvo para la mezcla feromona: E3,Z8-14:MK una captura media superior a la conseguida
con la propia feromona sola, y por ello las letras de significacién se han escrito en mayuscula. En el afio
2015 no se probaron los inhibidores de manera aislada.
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3.2. G. molesta
3.2.1. ELECTROANTENOGRAFIA
3.2.1.1. ACTIVIDAD INTRINSECA

La respuesta intrinseca de los compuestos fue dosis dependiente, observdndose una respuesta
muy inferior a la generada por 1 pg del acetato mayoritario en la mayoria de los casos. A la
menor dosis probada ninguno de los andlogos fue capaz de estimular los receptores de la
antena, a excepcioén del compuesto Z8-12:TFMK, al cual respondian la totalidad de las antenas,
con una respuesta media a 1 ug de 0,2 + 0,05 mV. A la dosis de 10 ug, las cetonas E8-12:MK,
E8-12:TFMK y Z8-12:MK provocaron una respuesta moderada, comprendida entre 0,2 y 0,4
mV pero significativamente inferior a la desencadenada por el Z8-12:TFMK que alcanzaba los
2,2 +0,2 mV (F=34,142; P<0,0001). A la dosis de 100 pg las respuestas originadas alcanzaron
unos valores medios desde 3,7 hasta 4,2 mV. De nuevo, la despolarizacidon provocada por la
trifluorometilcetona Z8-12:TFMK fue significativamente mayor a la inducida por el resto de
compuestos (Figura 5.4; Anexo, Tabla 4).
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Figura 5.4. Actividad intrinseca en EAG (N=8-10) de los diferentes inhibidores en comparacién con la
feromona. La respuesta media a 1 pug del componente feromonal mayoritario aparece representado
como una linea horizontal (4,30 £ 0,14 mV). Las respuestas a 10 y 100 pg de los diferentes andlogos
fueron sometidas a un andlisis de la varianza de una via (ANOVA) seguido del test de Tukey para las
comparaciones por pares (P<0.05). %. Para una misma dosis, letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas.
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3.2.1.2. ENSAYOS DE INHIBICION

Los insectos que habian sido tratados con 10 pg de los inhibidores sometidos a estudio no
mostraron diferencias significativas a la feromona respecto a los insectos del grupo control
(ANOVA, F=0,1611; P=0,9576), siendo la respuesta al atrayente natural similar para los cuatro
analogos con unos valores promedio de despolarizacién en torno a 2,3 mV para 100 ng de
feromona.

Sin embargo, la respuesta registrada en EAG de las antenas de los insectos que habian
permanecido en atmdsfera saturada con 100 pg de los diferentes compuestos si mostraron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los insectos que no habian sido
tratados previamente (ANOVA, F=9,2408, P<0,0001). La Z8-12:TFMK, andloga al componente
mayoritario de la feromona, presenté el mayor efecto inhibidor disminuyendo la respuesta
antenal hasta 1 mV de respuesta promedio, lo cual supone un 60,8 % de inhibicion. Los demas
compuestos inhibidores presentaron una respuesta media de 1,7, 1,6 y 1,5 mV para E8-12:MK,
E8-12:TFMK y Z8-12:MK, respectivamente, lo cual supone un descenso del 31%, 33,4% y del
38,1% de la respuesta feromonal (Figura 5.5). No se aprecian diferencias significativas entre las
respuestas de los diferentes tratamientos entre si.
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Figura 5.5. Respuesta electrofisiolégica media (+ DE) a la feromona sexual después de la exposicion de
machos de G. molesta a vapores de 10 y 100 ug de los distintos analogos. Letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas entre tratamientos (test de Tukey, P<0,05). Fuente: Adaptado de
Marc Puigmarti Borrell (Tesis doctoral).
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3.2.2. INHIBICION DE ESTERASAS

En el caso de G. molesta las condiciones de incubacidn evaluadas fueron 252 y 282C de
temperatura y 30, 45 y 60 min de duracién. Los pardmetros éptimos de trabajo fueron de
282C y 30 min de incubacién a los que el porcentaje de hidrdlisis ascendié al 77,8% (Anexo,
Figura 2B). En estas condiciones las MKs E8-12:MK y Z8-12:MK presentaron un efecto inhibidor
del 0 y 5%, respectivamente, a la mayor dosis probada (250 ng/ul), y por tanto no resultaron
efectivos en la disrupciéon de la comunicacion quimica de esta especie. Por otro lado, las TFMKs
E8-12:TFMK y Z8-12:TFMK resultaron mas potentes y asi se pudo elaborar una recta log
concentracién-% inhibicidon con cuatro puntos en el caso del isémero E8 y de cinco para el Z8
(Figura 5.6). Estas rectas permitieron calcular el ICsg de cada uno de los inhibidores, siendo de
210 uM en el caso de la Z8-12:TFMKy 158 uM de la E8-12:TFMK (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Inhibicidn de esterasas antenales de machos de G. molesta por los analogos Z8-12:TFMK (A)
y E8-12:TFMK (B).

3.2.3. PRUEBAS DE CAMPO

Durante la campafia de 2013, los ensayos se realizaron a finales de septiembre, coincidiendo
con la quinta generacién de adultos. Los niveles de infestacion fueron muy bajos y no se
capturaron apenas machos en las trampas de feromona (control), por lo que no se pudieron
llevar a cabo los experimentos como se habia previsto.

En el aiflo 2014, los ensayos se llevaron a cabo a lo largo de 5 semanas entre los meses de abril
y mayo coincidiendo con la primera generacién. En esta ocasion, se encontraron diferencias
significativas en el nUmero de capturas entre el control y los distintos tratamientos feromona-
inhibidor cuando la proporcién era 1:10 (ANOVA, F=24,475, P=0,0001), siendo los analogos de
tipo MKs mas eficaces que las TFMKs (Figura 5.7.A). Asi, el nUmero medio de capturas por
trampa y dia fue significativamente menor en las trampas que contenian los analogos Z8-
12:MK (7 machos/trampa) y E8-12:MK (6 machos/trampa) que en las trampas control (14
machos/trampa). Por otro lado los andlogos Z8-12:TFMK y E8-12:MK, no mostraron efecto
inhibidor alguno. Para el primero de ellos, el nimero de capturas fue similar al de las trampas
con feromona (20 machos/trampa), mientras que el segundo mostrd, sorprendentemente, un
efecto sinérgico sobre la atraccidon feromonal con una media de 53 machos/trampa.
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En el aifio 2015, los ensayos se llevaron a cabo durante 5 semanas a lo largo de los meses de
marzo y abril. Aqui también se encontraron diferencias significativas entre los distintos
tratamientos en comparacion con los controles (ANOVA, P<0.05), y de nuevo los analogos del
tipo MKs demostraron ser mejores inhibidores en campo que las TFMKs (Figura 5.7.B). El
nimero medio de capturas con mezclas feromona:inhibidor fue de 20,5 machos/trampa/dia
para la mezcla feromona + Z8-12:MKy 21,3 machos/trampa/dia para la combinacién feromona
+ E8-12:MK, valores significativamente menores que el nimero de insectos capturados en las
trampas control (55,5 machos/trampa/dia). Por otro lado, ambas TFMKs capturaron un
numero ligeramente superior de machos que la propia feromona (69 machos/trampa para Z8-
12:TFMK y 67,5 machos/trampa para E8-12:TFMK) pero no estadisticamente significativo
(Figura 5.7.B).
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Figura 5.7. Numero de machos de G. molesta capturados (media + DE) con trampas cebadas con
feromona (control) y con mezclas de feromona con los diferentes anadlogos estructurales Z8-12:TFMK,
E8-12:TFMK, Z8-12:MK y E8-12:MK en proporcion 1:10 durante 2014 (A) y 2015 (B). Letras diferentes
sobre las barras indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos (test LSD en 2014 y
test de Duncan en 2015, P<0.05).
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4. DISCUSION

Los compuestos orgdnicos volatiles, concretamente las feromonas, una vez reconocidos por los
receptores antenales, son degradados por enzimas degradantes de olores, manteniendo bajos
los niveles de estas moléculas en el interior de la antena y permitiendo el reconocimiento de
nuevas moléculas odoriferas (Renou et al., 1997; Renou & Guerrero, 2000; Guerrero & Rosell,
2005; Rosell et al., 2008). La inhibicidon de estos enzimas puede interrumpir la comunicacion
guimica entre insectos, por lo que el uso de analogos estructurales de las feromonas puede ser
una herramienta potencial para el control de plagas (Renou & Guerrero, 2000; Plettner, 2002;
Reddy & Guerrero, 2010), ya que interaccionan con el centro activo de estos enzimas
antenales (Roelofs & Comeau, 1971; Duran et al., 1993; Rosell et al., 1996). Ademas, se ha
demostrado la baja toxicidad de estas moléculas debido a su mecanismo de accién reversible
(Ashour & Hammock, 1987; Renou & Guerrero, 2000). Los analogos estructurales de los
compuestos feromonales sintetizados en el laboratorio para T. absoluta y G. molesta se
obtienen por sustitucion del grupo acetato de sus componentes feromonales por un grupo
acilo en el caso de las MKs, o trifluoroacilo en las TFMKs. Se han sintetizado compuestos de
este tipo para una gran variedad de especies, p.e. S. nonagriodes, O. nubilalis, S. littoralis, C.
pomonella, Spodoptera frugiperda y Zeuzera pyrina, entre otras, y se ha probado su efectividad
como disruptores en la comunicacidn quimica de insectos.

4.1. T. absoluta

En el caso de T. absoluta, todos los inhibidores fueron capaces de estimular la antena, pero
s6lo 100 pg de los compuestos E3,78,711-14:MK, E3,Z8,7211-14:TFMK y E3,Z8-14:MK fueron
capaces de generar una despolarizacidn mayor a la provocada por 1 pg del componente
principal de la feromona. Estos tres andlogos fueron los Unicos capaces de inducir una
disminucién de la respuesta a la feromona en EAG, practicamente completa y relativamente
duradera en el tiempo. La inhibicion producida por los compuestos E3,28,211-14:TFMK y
E3,Z8-14:MK fue reversible, mostrando una recuperacion en la respuesta del EAG a la
feromona del 88,7% vy practicamente completa, respectivamente (Dominguez et al., 2016). La
metilcetona analoga al trieno mostré el efecto inhibidor mdas potente y duradero (70,5% de
inhibicion después de 24 min del cese del tratamiento). Este efecto reversible también se ha
observado en inhibidores empleados en otras especies (Reddy & Guerrero, 2010), como la
deciltiotrifluoropropan-2-ona, la cual bloqueaba la respuesta de dos receptores neuronales de
la feromona de A. polyphemus (Pophof, 1998); la Z11-16:TFMK que inhibia reversiblemente la
respuesta en EAG al componente feromonal mayoritario de M. brassicae (Renou et al., 2002);
la 3-octiltio- 1,1,1-trifluoropropan-2-ona (OTFP) y la Z9-14:TFMK en S. frugiperda (Luis et al.,
2010; Malo et al., 2013) o la OTFP sobre S. littoralis y M. brassicae (Renou et al., 1997). En los
ensayos con los compuestos E3,Z8-14:TFMK y Z8,211-14:MK también se produjo una reduccion
de la respuesta que se limitaba Unicamente al tiempo que duré el tratamiento, recuperandose
los valores normales de respuesta inmediatamente después, e incluso aumentando con el
tiempo tras el tratamiento. En el resto de analogos (compuestos E3,Z11-14:MK, E3,Z11-
14:TFMK, 78,211-14:MK y Z8,7211-14:TFMK) también pudo observarse este aumento de la
respuesta de la antena con el tiempo. Este fendmeno se debe a un aumento en la
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sensibilizacién de los receptores olfativos con el tiempo, a lo cual se hace referencia en el
anterior capitulo, coincidiendo con lo que ocurre en los machos de S. littoralis, en los cuales
también se registré un aumento de la sensibilidad tras una breve exposicién al componente
mayoritario de su feromona (Quero et al., 2014, Lépez et al., 2017). La baja o nula actividad
inhibidora de estos compuestos durante el tratamiento hace que sea facil superar este efecto
por el aumento de la sensibilidad de las neuronas que conectan con los receptores olfativos;
sin embargo, la mayor capacidad de inhibicién de los otras tres sustancias quimicas probadas
impidid que este fendmeno se produjera (Dominguez et al., 2016).

A nivel de esterasas, solo la E3,Z8,7211-14:TFMK muestra una modesta actividad inhibidora
(Dominguez et al., 2016). Es interesante la ausencia de actividad del dieno E3,28-14:TFMK a
pesar de su similitud estructural con el componente feromonal, lo cual podria deberse a la
existencia de distintos tipos de esterasas en el interior de la antena de T. absoluta que se
encargarian del reconocimiento y la aparente degradacién de solo uno de los dos
componentes de la feromona (Dominguez et al., 2016), aunque esta hipotesis contrasta con la
falta de especificidad mostrada por otros compuestos fluorados en otros insectos (Rosell et al.,
1996, Quero et al., 2003; Quero et al., 2004). Se necesita llevar a cabo otro tipo de estudios
para profundizar en esta cuestion y confirmar o no esta hipodtesis.

En pruebas de campo, se ha demostrado la capacidad de la MK triénica para reducir el nUmero
de capturas a las dosis feromona:inhibidor 1:1 y 1:10, asi como la de la TFMK diénica en la
mezcla 1:10. Para los otros dos analogos probados en campo los datos varian en funcion de los
niveles de poblacién, pero podemos afirmar que se necesita una dosis minima de
feromona:inhibidor 1:10 para provocar una disminucidon sensible de capturas. Este descenso es
debido a que estas sustancias son estructuralmente andlogas a las feromonas naturales y
pueden competir con la feromona sobre los propios receptores feromonales, inhibiendo de
esta forma la comunicacion entre sexos. En este sentido, se han encontrado disruptores de la
comunicacion sexual mds potentes que las propias feromonas en determinadas condiciones
(McDonough, et al.,, 1996). Como se ha dicho anteriormente, nuestro grupo ha demostrado
previamente la efectividad de las TFMKs como antagonistas de feromonas de varias especies
de insectos plaga en campo, entre otras C. pomonella (McDonough et al., 1996; Giner et al.,
2009), S. nonagrioides y O. nubilalis (Riba et al., 2001; Riba et al., 2005, Solé et al. 2008b).

4.2. G. molesta

Los resultados han demostrado que todos los analogos estructurales de esta especie poseen
un efecto inhibidor de la respuesta a la feromona en EAG a la dosis de 100 pg, obteniéndose
valores de inhibicidn del 60,8 % en el caso de la Z8-12:TFMK, 38,1 % para la correspondiente
MK, y del 33,4 % y 31 % para los compuestos E8-12:TFMK y E8-12:MK, respectivamente. La
mayoria de estos anadlogos no muestran actividad en EAG o en todo caso muy baja, como los
de tipo TFMK sintetizados para las especies Plutella xylostella, S. nonagrioides y M. brassicae
(Prestwich et al., 1988; Riba et al., 1994; Renou et al., 2002). Solo el compuesto Z8-12:TFMK
fue capaz de estimular todas las antenas a la menor dosis generando una respuesta moderada
por si mismo. Los antagonistas sintetizados para O. nubilalis (Solé et al., 2008a), C. pomonella
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(Giner et al., 2009) y S. frugiperda (Malo et al., 2013) también mostraron una respuesta
moderada en EAG. Al igual que en T. absoluta, en el caso de G. molesta los mejores inhibidores
resultaron ser aquellos compuestos que mostraron una mayor actividad intrinseca. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en estudios de este tipo realizados sobre O. nubilalis
(Solé et al.,, 2008a) en los que las TFMKs provocaban una inhibicion de la respuesta
electrofisioldgica mayor que las correspondientes MKs.

La mayor actividad inhibidora de las TFMKs también se observa en las pruebas in vitro sobre
esterasas antenales, en las que las MKs apenas superan el 5% de inhibicién, mientras que las
TFMKs alcanzan valores considerablemente mas altos a las mismas dosis, obteniéndose una
IC5p de 210 uM en el caso de la Z8-12:TFMK y 158 uM de la E8-12:TFMK. Estos inhibidores no
resultaron muy potentes si se comparan con algunos de los inhibidores sintetizados para O.
nubilalis, como los compuestos Z11-14:TFMK y Z210-13:TFMK, cuyas ICs, fueron de 0,28 y 7,5
UM respectivamente (Riba et al., 2005), o la Z11-16:TFMK, con una ICsg de 70 nM (Solé et al.
2008a), o la 79,E11-14:TFMK sobre S. littoralis y S. nonagriodes, con una ICs; de 64,5y 54,5
UM, respectivamente (Quero et al., 2003).

En pruebas de campo los mejores antagonistas fueron los compuestos de tipo MK, que
redujeron significativamente las capturas cuando se mezclaron con la feromona en proporciéon
10:1, como se obtuvo con los analogos de C. pomonella (Sans et al., 2013). Por otro lado, las
TFMKs no demostraron tener efecto inhibidor alguno, ni siquiera cuando se mezclaron con la
feromona en proporcién 10:1. A resefar que durante la campaiia de 2014 se capturd un mayor
numero de individuos cuando el compuesto Z8-12:TFMK se combind con la feromona en
proporcién 10:1 con respecto a las trampas control. Este sinergismo es un resultado atipico e
inesperado y se conocen pocos analogos que provoquen un efecto similar (McDonough et al.,
1996; Reddy & Guerrero, 2010), por lo que seria necesario llevar a cabo mas ensayos para
verificar este efecto. Hay que mencionar que los ensayos de ese afio se llevaron a cabo en una
parcela comercial en la que se realizaron tratamientos fitosanitarios cuando se alcanzaban
ciertos niveles de infestacidn, por lo que el nivel de capturas con la feromona (control) fueron
bastante bajos y por tanto los resultados deben tomarse con precaucién.
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