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By means of gas chromatographic, mass spectromet-
ric methods and combined GC-electroantennogramm
techniques as well as activity comparison with phero-
mones of related species (3 Z,6 Z)-cis-9,10-epoxyeicosa-
diene 1 and (3Z.6Z)-cis-9,10-epoxyheneicosadiene 2
were identified as the biological active components of
the sex pheromone complex of the female arctiid moth
Thyria jacobaeae.

Der Blutbir Thyria jacobaeae (Lepidoptera,
Arctiidae) ist in ganz Europa verbreitet und ver-
dankt seinen Namen seiner charakteristischen
Zeichnung. Die tiefschwarzen Deckfliigel sind mit
zwei roten Flecken und einem roten Streifen verse-
hen, die Hinterfliigel sind ganz rot gefirbt. Da der
Falter fiir FraBfeinde ungenieBbar ist, fliegt er
auch tagsiiber und ldBt sich an seinem trigen Flug
erkennen. Die Wirtspflanzen der Raupen sind
meist Asteraceen-Arten.

In der Schmetterlingsfamilie Arctiidae sind bis-
her Weibchen-Sexualpheromone fiir ca. 20 Arten
identifiziert worden. Es handelt sich vorwiegend
um ein C,;-Alkadienepoxid begleitet von Polyen-
kohlenwasserstoffen bzw. um 2-Methylalkane der
Kettenlingen C,;—C,, fiir die Holomelina- und
Pyrrharctica-Arten (Arn et al., 1992). Frerot et al.

* Pheromone 96: Bestmann er al. (1994a); Pheromone
95: Bestmann er al. (1994 b).
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Notes

(1988) bestimmten bereits 1988 die Zusammen-
setzung des Pheromonkomplexes fiir in der Nihe
von Paris vorkommende 7. jacobaeae-Weibchen
und beschrieben (3 2.6 2,9 5,10 R)-9,10-Epoxy-3.6-
heneicosadien, (3 2.6 2)-(£)-9.10-Epoxy-3.6-¢eico-
sadien und (37.672.97)-3.6,9-Heneicosatrien als
die essentiellen Komponenten. Im Rahmen syste-
matischer Untersuchungen zum Beitrag von
Strukturbeziehungen von Pheromonen zur Insek-
tensystematik, vor allem im Hinblick auf das mog-
liche Auftreten lokaler ,.Pheromon-Rassen®, ha-
ben wir die Analyse des Pheromons neu aufge-
nommen,

Material und Methoden
Insektenmaterial

Die Insekten wurden in der Nihe von Zeist
(Holland) gefangen und die Folgegenerationen auf
Naturfutter (Jakobskreuzkraut, Senecio jacobaea)
geziichtet. Die Puppen wurden nach Geschlech-
tern getrennt und einem reversen Licht/Dunkel-
rhythmus von 14/10 Stunden unterworfen.

Isolierung und Identifizierung des Pheromons

Frisch geschliipfte weibliche Tiere wurden um
7.5 h in der Scotophase mit CO, betdubt und das
8. und 9. Abdomensegment mit der Intersegmen-
talmembran (,,Pheromondriise”) unter dem Mi-
kroskop abgetrennt. Jeweils a) eine separierte Drii-
se wurde in eine Glaskapillare fiir die GC-Analyse
mittels Feststoffprobengeber (Attygalle er al.,
1987) eingeschmolzen oder b) zwei Driisen mit
15 pl Hexan extrahiert und der Hexanextrakt zur
Analyse verwendet. Die GC-Analysen wurden
mittels Gaschromatograph HP 5890 A, ausgestat-
tet mit FID, splitless Injektor, Feststoffprobenge-
ber und Integrator, durchgefiithrt (Inj. 240 "C, Det.
260 °C, 25m FSCC SES52, 2min 60°C, 60-
200 °C, 6 “C/min, hold, 1 ml N,/min). GC-gekop-
pelte Elektroantennogramme (Struble und Arn,
1984) wurden mittels Packard-United-Technolo-
gies 427, 1:1 Split zwischen FID und Elektroan-
tennogrammdetektor (EAD) registriert (splitless,
Inj. 240 °C, Det. 260 "C, 25m FSCC SP 2340,
5min 70 "C, 70—195 "C, 5 "C/min, hold, 1 ml N,/
min). Die GCMS-Analysen erfolgten mit einem
Finnigan MAT90 Massenspektrometer (splitless,
Inj. 200 °C, Interface 200 "C, 25 m FSCC SES52,
70 eV El-Spektren. 1 sec/scan, I ml He/min).
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Notes

Elektroantennographischer Test

Elektroantennogramme EAG (Schneider, 1957)
wurden von isolierten Antennen von T. jacobaeae-
Miinnchen mit Glaskapillarelektroden (Ag/AgCl,
Ringerlésung) aufgenommen. Als Reizquelle dien-
te ein Luftpuls von 1 sec Dauer und Testsubstan-
zen auf Filterpapierstreifen bzw. das in einen kon-
tinuierlichen Luftstrom eingeleitete GC-Siulen-
effluent (EAD-Detektor), das iiber die Schmetter-
lingsantenne gefithrt wurde.

Resultat und Diskussion

Bei den frisch geschliipften adulten Weibchen
konnte beim ,,.Locken™, dem Sezernieren des Se-
xualpheromons, keine spezielle Lockstellung be-
obachtet werden, dafiir aber das rhythmische
~Ausstiilpen* der Pheromondriisen ab 5.5 h in der
Scotophase bis zum Beginn der Photophase (10 h).
Zum Zeitpunkt des groBBten Pheromongehalts der
Tiere, der durch Messung der EAG-Aktivitit von
Driisenextrakten bestimmt wurde (7.5h in der
Scotophase), wurden die fliichtigen Inhaltsstoffe
der Intersegmentalmembran jeweils eines Weib-
chens unter Verwendung des Feststoffprobenge-
bers gaschromatographisch aufgetrennt und dabei
fir zwei Substanzen (1 und 2, Abb. 1a) mit einer
konspezifischen Minnchenantenne als ,biologi-
scher Detektor™ elektrophysiologische Reaktionen
festgestellt.

Die GC-massenspektrometrische Analyse der
uberwiegenden Hauptmenge 2 der Driisenextrakte
ergab bei El-Ionisation ein Massenspektrum mit
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(43%), 67 (49%), 55 (58%) und 41 (75%), das Ion
m/z 183 wies auf die Anwesenheit einer Epoxid-
funktion in 9/10-Position in einer C,,-Kohlenwas-
serstoffkette hin (Bierl-Leonhardt ef al., 1980), m/z
108 (C4H,,) ist mit der Spaltung der C-8/C-9-Bin-
dung zu erkléren.

Die gaschromatographisch zuerst eluierte Ver-
bindung 1 ergab im Prinzip das gleiche Spektrum
und dieselben Schliisselfragmente wie 2, jedoch ein
Molekiilion m/z 292 (2%) und dem zu 183 ver-
kiirztem homologen Bruchstiick m/z 169, so daB
die Nebenmenge 1 als das um eine CH,-Gruppe
verkiirzte Nor-Homologe mit gleichen Epoxid-
und Doppelbindungspositionen identifiziert wer-
den konnte. Durch Vergleich sowohl der Massen-
spektren als auch der Retentionszeiten mit authen-
tischen Verbindungen, die uns als Gemisch der
positionsisomeren (Z)-Monoepoxide aus einer frii-
heren Arbeit zur Verfiigung standen (Bestmann er
al., 1992), konnte 1 und 2 die Struktur (3 2,6 2)-
cis-9,10-Epoxy-3,6-eicosadien bzw. (3 Z,6Z)-cis-
9,10-Epoxy-3.6-heneicosadien zugeordnet werden
(Formel 1). Dieses Isomerengemisch laBt sich
einfach durch Epoxidierung der entsprechenden
Cy- und C,-(3Z2,6 2.9 7)-3,6,9-Alkatriene mit
m-Chlorperbenzoesdure darstellen. Alle drei ent-
stehenden Isomere lassen sich gaschromatogra-
phisch trennen und unterscheiden sich auBerdem
charakteristisch durch ihr Massenspektrum, so
daB die Strukturzuordnung eindeutig ist.

dem Molekiilion m/z 306 (C,HyO. 2%) und o
einem Basispeak mit m/z 79 (100%). Weitere cha- AN A AN 2
rakteristische lonen waren m/z 288 (1%), 183 o
(10%), 151 (4%), 122 (16%), 108 (58%), 93 S 3
GC - EAD
a ¥
biologischer Detektor l
Abb. 1. a. Gaschromatogramm (FSCC

}2
tektor (1 (3Z.62)-cis-9,10-Epoxy-3.6-eicosa-
dien, 2 (3Z2,672)-9.10-Epoxy-3,6-heneicosa-
: dien, Feststoffprobengeber); b. FID-Chroma-

SP2340) der fliichtigen Inhaltsstoffe der Phe-
romondriise eines 7. jacobaeae-Weibchens mit
einer Miénnchenantenne als biologischer De-

togramm des Hexanextrakts weiblicher Hin-
terleibsdriisen (1, 2 und 3 3.6,9-Heneico-
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Neben den physiologisch aktiven Verbindungen
1 und 2 wurden auBlerdem eine Anzahl gesittigter
Kohlenwasserstoffe der Kettenlinge C,y bis Cy
gefunden, die iiblicherweise immer in Pheromon-
extrakten gefunden werden. Weiterhin lie3 sich
das der Pheromonkomponente 2 entsprechende
Alkatrien (3Z.6Z.97)-3,6,9-Heneicosatrien 3
(Formel 1 und Abb. 1b) eindeutig identifizieren.
Letzteres wurde ebenso in der franzésischen Popu-
lation dieser Art gefunden und von den Autoren
als eine der ., drei Komponenten der Pheromonse-
kretion* beschrieben. Da jedoch im Falle der hier
untersuchten Tiere durch Fehlen eines EAD-GC-
Signals fiir 3 (Abb. la) keine sensorische Wirk-
samkeit festgestellt werden konnte, missen wir die
Verbindung eindeutig als Pheromonkomponente
ausklammern.

Um dies zu erhirten, bedienten wir uns eines
elektrophysiologischen Kreuzexperiments zwi-
schen der Pheromonsekretion weiblicher Arctia
caja (Lepidoptera, Arctiidae), die von uns erst
kiirzlich untersucht wurde (Bestmann er al., 1992),
und den Antennen der 7. jacobaeae-Minnchen.
A. caja produziert neben der Hauptkomponente 1
ebenso die Verbindungen 2 und 3, jedoch stehen
die beiden letzteren etwa im Verhiltnis 1:20, d.h.
im Vergleich zu T jacobaeae ist etwa 30mal mehr 3
gegeniiber 2 vorhanden. Doch auch mit diesem an
Alkatrien 3 deutlich ,.angereicherten* Pheromon-
komplex konnte bei der GC-Analyse mit der An-
tenne von Thyria jacobaeae als EAD-Detektor fiir
diese Verbindung keinerlei sensorische Wirksam-
keit festgestellt werden.

Auch getrennt durchgefiihrte Elektroantenno-
gramm-Messungen ergaben fiir das 3,6,9-Alka-
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trien 3 nur die fiir einen Kohlenwasserstoff dieser
Struktur zu erwartende schwache elektrophysiolo-
gische Wirksamkeit. Dieser Befund steht in Ein-
klang mit den EAG-Ergebnissen der franzosischen
Autoren (Frerot er al., 1988), die in vergleichenden
Messungen fiir 3 Aktivititen fanden, die nur etwa
den von vollkommen artfremden Acetatpheromo-
nen entsprachen und deutlich schwicher als die
des sowohl art- als auch strukturfremden Lyman-
triilden-Epoxypheromons  Disparlure  (cis-7.8-
Epoxy-2-methyloctadecan) waren.

Damit kénnen wir abschlieBend feststellen, daBB
die beiden in geographisch verschiedenen Regio-
nen vorkommenden 7. jacobaeae-Staimme sicher-
lich die gleichen Stoffe produzieren, es sich jedoch
nur bei den Epoxiden 1 und 2 um essentielle Kom-
ponenten des Pheromonkomplexes handelt. Wir
nehmen an, daB die Alkatrienverbindung 3 eine
Biosynthese-Vorstufe darstellt, die nicht zur senso-
rischen Wirksamkeit beitragt.

Die beiden Epoxide 1 und 2 sind chiral und es
sind fir die beiden Enantiomeren jeweils unter-
schiedliche Aktivititen zu erwarten. Die Bestim-
mung der absoluten Konfiguration bzw. des Enan-
tiomerenverhiltnisses der Naturstoffe 1iBt sich
aufgrund des geringen Substanzgehalts an Falter-
pheromonen meist nur indirekt, d.h. durch Te-
stung der biologischen Wirksamkeit der Antipo-
den bestimmen. Mit entsprechenden Synthesen
sind wir beschiftigt.
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