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Deterrent activity of (+)-nootkatone and its derivatives
towards the peach potato aphid (Myzus persicae Sulzer)

Aktywnosé deterentna (+)-nootkatonu i jego pochodnych
wobec mszycy brzoskwiniowej (Myzus persicae Sulzer)

Katarzyna Dancewicz', Anna Gliszczyriska®, Anna Wréblewska®,
Czestaw Wawrzericzyk?, Beata Gabry$*

Summary

Nootkatone is a natural sesquiterpene ketone that shows insecticidal activity against insects and ticks. The deterrent activity of (+)-
nootkatone (1) and six products of its biotransformation: (+)-9a-hydroxynootkatone (2), (+)-13-hydroxynootkatone (3), (+)-11,12-
epoxy-9a-hydroxynootkatone (4), (+)-11,12-epoxynootkatone (5), (+)-11,12-dihydroxynootkatone (6), (+)-7,11,12-trihydroxynootkato-
ne (7) to the peach-potato aphid (Myzus persicae Sulzer) was investigated in the current study. The deterrent activity of compounds
studied (1-7) was evaluated using an infesting bioassay, in which the aphids were offered a choice between treated (with tested
compound) and control leaves. If aphids settled mainly on the control leaves (p < 0.05; Student’s t-test), the tested compound in the
respective choice test was stated as a deterrent. The most active compounds are (+)-nootkatone (1) and three products its
biotransformation: 11,12-dihydroxynootkatone (6), (+)-7,11,12-trihydroxynootkatone (7), (+)-9a-hydroxynootkatone (2). The deter-
rent effect of these compounds was relatively strong and stable. It was observed for at least 24 hours after treatment, i.e., until the
end of experiment.
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Streszczenie

Nootkaton to naturalny seskwiterpenowy keton wykazujgcy wtasciwosci owadobdjcze w stosunku do owaddw i kleszczy. W pre-
zentowane] pracy badano aktywnos$¢ deterentng (+)-nootkatonu (1) i szesciu produktéw jego biotransformaciji: (+)-9a-hydro-
ksynootkatonu (2), (+)-13-hydroksynootkatonu (3), (+)-11,12-epoksy-9a-hydroksynootkatonu (4), (+)-11,12-epoksynootkatonu (5), (+)-
11,12-dihydroksynootkatonu (6) oraz (+)-7,11,12-trihydroksynootkatonu (7) w stosunku do mszycy brzoskwiniowej (Myzus persicae
Sulzer). Aktywnos$¢ deterentng badanych zwigzkéw (1-7) oceniano za pomocg testu zasiedlania, w ktdrym mszyce miaty wybor
pomiedzy badanymi (z badanym zwigzkiem) i kontrolnymi lis¢mi. Jesli mszyce zasiedlaty gtéwnie lisScie kontrolne (p < 0,05; test
t-Studenta), to badany zwigzek, w odpowiednim tescie wyboru, byt okreslany jako deterent. Najbardziej aktywne zwigzki to (+)-noot-
katon (1) i trzy produkty jego biotransformacji: 11,12-dihydroksynootkaton (6), (+)-7,11,12-trihydroksynootkaton (7), (+)-9a-hydro-
ksynootkaton (2). Dziatanie deterentne tych zwigzkdéw byto stosunkowo silne i trwate. Obserwowano je przez co najmniej 24 h, czyli do
zakonczenia eksperymentu.

Stowa kluczowe: nootkaton, Myzus persicae, aktywnosc deterentna, deterent zasiedlania
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Wstep / Introduction

Mszyca brzoskwiniowa (Myzus persicae Sulzer) (Hemip-
tera, Aphididae) jest powaznym szkodnikiem wielu waznych
roslin polowych i szklarniowych (Blackman i Eastop 2000),
wektorem ponad 100 wiruséw roslinnych (Blackman i Ea-
stop 2007), kosmopolitycznym polifagiem, ktory uodpornit
si¢ na niemal wszystkie dostgpne aficydy (Russell i wsp.
2004; Bizzaro i wsp. 2005; Foster i wsp. 2007).

W nowoczesnej ochronie ro§lin coraz wigksza uwage
zwraca si¢ na naturalnie wystgpujace w tkankach roslin-
nych deterenty, w tym deterenty pokarmowe (antyfidanty),
ktére w wyniku nietoksycznych mechanizméw zniechgcaja
fitofagi do zerowania i zasiedlania roslin (Schoonhoven
1982). Stosowanie antyfidantow moze by¢ uzupetnieniem
klasycznych zabiegow w integrowanych metodach och-
rony upraw rolniczych (Pickett i wsp. 1994; Cox 2004).
Substancje te przyczyniaja si¢ do znacznego ograniczenia
przenoszenia wiruséw roslinnych (Griffiths i wsp. 1989),
oraz moga by¢ szczegdlnie przydatne w zwalczaniu
szkodnikow, ktore stosunkowo szybko wyksztalcaja
odpornos¢ na stosowane insektycydy, a do takich nalezy
m.in. mszyca brzoskwiniowa (Foster i wsp. 2000; Thac-
kray i wsp. 2000; Anstead 2004; Russell i wsp. 2004; Biz-
zaro 1 wsp. 2005).

Celem badan byla ocena aktywnos$ci deterentnej (+)-
nootkatonu (1) oraz jego pochodnych (rys. 1) otrzymanych
w procesie biotransformacji (Gliszczynska i wsp. 2011)
wobec M. persicae. Bicykliczny seskwiterpenowy keton
(+)-nootkaton (1) jest naturalnym zwiazkiem wyizolo-
wanym po raz pierwszy z cyprysika nutkajskiego (Ch-
amaecyparis nootkatenis) (Erdtman i Hirose 1962). Sla-
dowe ilo$ci tego zwiazku znaleziono w owocach cytruso-
wych, szczegblnie w grejpfrucie (Citrus paradisi) (Shaw
1 Wilson 1981) i pomelo (Citrus grandis) (Fraatz i wsp.
2009). (+)-nootkaton (1) zostal wybrany jako material
wyjsciowy do reakcji biotransformacji ze wzgledu na
swoje wlasciwosci owadobojcze w stosunku do larw
muszki owocowej (Drosophila melanogaster) (Miyazawa
i wsp. 2000) oraz oddziatywanie repelentne i toksyczne na
termity (Coptotermes formosanus) (Maistrello i wsp. 2001;
Zhu 1 wsp. 2001; Ibrahim i wsp. 2004), mrowke ogniowa
(Solenopsis invicta), kleszcza jeleniego (Ixodes scapularis)
i karaczana prusaka (Blattella germanica) (Lixin i Hen-
derson 2010).

Materialy i metody / Materials and methods

Badane substancje

Bicykliczny seskwiterpenowy keton (+)-nootkaton (1),
stanowiacy material wyj$ciowy do reakcji biotransfor-
macji, zakupiono w firmie Fluka. Kluczowe etapy tej bio-
transformacji prowadzace do powstania modyfikowanych
pochodnych (+)-nootkaton (1): (+)-(4R,5S,7R,9R)-9a-
hydroksynootkaton (2), (+)-(4R,5S,7R)-13-hydroksyno-
otkaton (3), (+)-(4R,5S,7R,9R,115)-11,12-epoksy-9a-hy-
droksynootkaton (4), (+)-(4R,5S,7R,11S)-11,12-epoksyno-
otkaton (5), (+)-(4R 5S,7R)-11,12-dihydroksynootkaton
(6), (H)-(4R,5S,7R)-7,11,12-trihydroksynootkaton (7), zos-
talty przeprowadzone w Katedrze Chemii Uniwersytetu

Przyrodniczego we Wroctawiu oraz opisane przez Glisz-
czynska i wsp. (2011). Szlak biotransformacji (+)-no-
otkatonu (1) w kulturze grzybow: Botrytis cinerea AM235
(a) 1 Didymosphaeria igniaria KCh6670 (b), Aspergillus
ochraceus AMA456 (c¢), Chaetomium sp. KCh6651 (d)
i Fusarium culmorum AMI10 (e), Aspergillus niger MB (f)
oraz wzory strukturalne uzyskanych pochodnych przed-
stawia rysunek 1. Przebieg przemian mikrobiologicznych,
jak rowniez czysto§¢ poszczegodlnych produktow, byty
sprawdzane z wykorzystaniem cienkowarstwowej chroma-
tografii cieczowej TLC (thin layer chromatography) oraz
chromatografii gazowej GC (gas chromatography).
Struktury produktéw zostaly ustalone za pomoca
spektroskopii (1H NMR, 13C NMR, IR). (+)-nootkaton (1)
jak 1 wszystkie uzyskane produkty biotransformacji (2—7)
zostaly przebadane jako potencjalne zwiazki anty-
zywieniowe.

Owady i ro§liny

Mszyce — mszyca brzoskwiniowa (Myzus persicae Sul-
zer) 1 rosliny — kapusta pekinska (Brassica pekinensis L.)
hodowano w warunkach laboratoryjnych (~20°C, 60% RH,
16:8 L:D). Do testow uzyto dorostych, bezskrzydlych
samic mszycy brzoskwiniowej oraz 3-tygodniowe rosliny
w fazie 4-6 lisci w rozecie. Wszystkie eksperymenty
zostaly przeprowadzone w tych samych warunkach tem-
peratury, wilgotnosci i o§wietlenia.

Zasiedlanie roslin przez mszyce (test wyboru)

Oceng aktywnosci deterentnej badanych zwiazkow
przeprowadzono na podstawie testu zasiedlania roslin
przez mszyce, w ktorym mszyce dokonywaly wyboru
pomigdzy lis¢émi badanymi i kontrolnymi. Badane sub-
stancje (1-7) (rys. 1) stosowano w postaci 0,1% roztworow
w 70% etanolu, w ktorych zanurzano liscie na okres 30 s.
Kontrolne liscie, o poréwnywalnej powierzchni, zanurzano
w 70% etanolu. Badane i kontrolne liscie umieszczano na
szalkach Petriego ipozostawiano przez 1h w celu
odparowania rozpuszczalnika. Mszyce naktadano wzdtuz
srodkowej linii szalki, a nastgpnie rejestrowano liczbe
mszyc zasiedlajacych badane (T — test) i kontrolne (K —
kontrola) liScie po uptywie 1, 2, 24 h (liczba obserwacji:
8 dla kazdej substancji, 20 mszyc w probie). Otrzymane
wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu testu t-Stu-
denta (ANOVA, parametryczny), pordownujac pary danych,
przy poziomie istotnosci p=0,05 (STATISTICA 9.1
StatSoft). Obliczono takze wzgledny wspotczynnik dete-
rencji (R), ktory byt miara aktywnosci badanego zwiazku,
wedlug wzoru:

R=(K-T)/(K+T)

Wartos$ci wzglednego wspotczynnika deterencji moga
waha¢ si¢ w przedziale od R = —1 (bardzo silny deterent)
do R =1 (bardzo silny atraktant).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Na podstawie testu zasiedlania stwierdzono, ze natu-
ralny bicykliczny keton (+)-nootkaton (1) wykazuje
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Rys. 1.

Fig. 1.

Rys. 2.

Fig. 2.
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Szlak biotransformacji (+)-nootkatonu (1) w kulturze: B. cinerea AM235 (a), D. igniaria KCh6670 (b), A. ochraceus AM456
(¢), Chaetomium sp. KCh6651 (d), F. culmorum AMI10 (e), A. niger MB (f) oraz produkty tej biotransformacji: (+)-9a-
hydroksynootkaton (2), (+)-13-hydroksynootkaton (3), (+)-11,12-epoksy-9a-hydroksynootkaton (4), (+)-11,12-epoksynootkaton
(5), (+)-11,12-dihydroksynootkaton (6), (+)-7,11,12-trihydroksynootkaton (7)

Metabolic pathway of (+)-nootkatone (1) in the culture: B. cinerea AM235 (a), D. igniaria KCh6670 (b), A. ochraceus AM456
(¢), Chaetomium sp. KCh6651 (d), F. culmorum AMI10 (e), A. niger MB (f) and the products of biotransformation: (+)-9a-
hydroxynootkatone (2), (+)-13-hydroxynootkatone (3), (+)-11,12-epoxy-9a-hydroxynootkatone (4), (+)-11,12-epoxynootkatone
(5), (+)-11,12-dihydroxynootkatone (6), (+)-7,11,12-trihydroxynootkatone (7)
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Zasiedlanie lisci z (+)-nootkatonem (1) i produktami jego biotransformacji (2—7) przez M. persicae (Sulz.) po uplywie 1 h, 2 h
i24 h (test wyboru; 8 powtdrzen, 20 mszyc w probie). Za 100% przyjgto sum¢ mszyc na kontrolnym (K) i pokrytym badana
substancja (T) lisciu. Gwiazdki wskazuja réznice statystycznie istotne (test t-Studenta, *** p < 0,001; ** p <0,01; * p < 0,05).
T1-T6 oznaczaja liscie z badanymi substancjami: (+)-nootkaton (T1) (+)-9a-hydroksynootkaton (T2), (+)-13-hydroksy-
nootkaton (T3), (+)-11,12-epoksy-9a-hydroksynootkaton (T4), (+)-11,12-epoksynootkaton (TS), (+)-11,12-dihydroksy-
nootkaton (T6), (+)-7,11,12-trihydroksynootkaton (T7). Odpowiednio, K1-K6 oznaczaja liscie kontrolne

Percent of M. persicae (Sulz.) infested the leaves treated with of (+)-nootkatone (1) and products of its biotransformation (2—7)
1 h, 2 h, and 24 h after treatment (choice test; 8 replicates; 20 aphids in a probe). The sum of aphids on the control (K) and
treated (T) leaves was accepted as 100%. Stars indicate statistically significant differences (Student’s t-test, *** p < 0.001; ** p
< 0.01; * p < 0.05). T1-T6 denote leaves treated with studied compounds: (+)-nootkatone (T1), (+)-9a-hydroxynootkatone
(T2), (+)-13-hydroxynootkatone (T3), (+)-11,12-epoksy-9a-hydroxynootkatone (T4), (+)-11,12-epoxynootkatone (T5), (+)-
11,12-dihydroxynootkatone (T6), (+)-7,11,12-trihydroxynootkatone (T7). K1-K6 denote the respective control leaves
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Rys. 3. Wzgledny wspodtczynnik deterencji (R) (+)-nootkatonu (1) i produktow jego biotransformacji (2—7) wobec mszycy
brzoskwiniowej M. persicae (Sulz.) po uptywie 1 h, 2 h i 24 h (test wyboru; 8 powtdrzen, 20 mszyc w probie). Gwiazdki
wskazuja rdznice statystycznie istotne (test t—Studenta, *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05). Cyfry 1-7 oznaczaja badane
substancje: (+)-nootkaton (1), (+)-9a-hydroksynootkaton (2), (+)-13-hydroksynootkaton (3), (+)-11,12-epoksy-9a-hydroksy-
nootkaton (4), (+)-11,12-epoksynootkaton (5), (+)-11,12-dihydroksynootkaton (6), (+)-7,11,12-trihydroksynootkaton (7)

Fig. 3. The relative indices of deterrence (R) of (+)-nootkatone (1) and the products of its biotransformation (2—7) to the peach potato
aphid M. persicae (Sulz.) 1 h, 2 h and 24 h after treatment (choice test; 8 replicates; 20 aphids in probe). Stars indicate
statistically significant differences (Student’s t—test, *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05). Numbers 1-7 denote the studied
compounds: (+)-nootkatone (1), (+)-9a-hydroxynootkatone (2), (+)-13-hydroxynootkatone (3), (+)-11,12-epoksy-9a-hydroxyno-
otkatone (4), (+)-11,12-epoxynootkatone (5), (+)-11,12-dihydroxynootkatone (6), (+)-7,11,12-trihydroxynootkatone (7)

dziatanie deterentne w stosunku do M. persicae. Ogra-
niczenie zasiedlania badanych li$ci przez mszyce, warto$¢
poziomu istotnos$ci réznicy statystycznej oraz wzglednego
wspoélczynnika deterencji (R =0,64) po 24 h od zastoso-
wania, oznaczone dla tego zwiazku, §wiadcza o jego sil-
nych wiasciwos$ciach deterentnych (rys. 2, 3).

Strukturalne modyfikacje (+)-nootkatonu (1) miaty
istotny wplyw na aktywno$¢ biologiczng jego pochodnych
uzyskanych w wyniku biotransformacji. Stwierdzono, ze
w grupie badanych pochodnych (2—7) (+)-nootkatonu (1)
najbardziej aktywne deterentnie byly zwiazki: (+)-11,12-
dihydroksynootkaton (6) i (+)-7,11,12-trihydroksynootka-
ton (7), ktore ograniczaty zasiedlanie roslin przez caty czas
trwania dos$wiadczenia (rys. 2). Wartosci wzglednego
wspoélczynnika deterencji (R) dla tych zwiazkéw przekra-
czaty warto$¢ 0,32 (rys. 3). Dziatanie deterentne po 24 h
od zastosowania badanych substancji zaobserwowano
w przypadku (+)-9a-hydroksynootkaton (2) i (+)-11,12-
epoksynootkatonu (5) (R = 0,31, rys. 3). Ograniczajacy, ale
krotkotrwaty wpltyw na zasiedlanie ro§lin przez mszyce
brzoskwiniowa stwierdzono w obecnosci (+)-11,12-epo-
ksy-9a-hydroksynootkatonu (4), natomiast (+)-13-hydro-
ksynootkaton (3) nie wykazywal aktywno$ci deterentnej
wobec mszycy brzoskwiniowej (rys. 2, 3).

Badane pochodne (+)-nootkatonu (1) wykazywaly
zroznicowana aktywno$¢ deterentna wobec mszycy
brzoskwiniowej. Najbardziej aktywne okazaty si¢ jednak
pochodne z dwiema (6) i trzema grupami hydroksylowymi
(7) w czasteczce, ktorych ograniczajacy wplyw na zasied-
lanie roslin przez M. persicae utrzymywat si¢ od poczatku
az do zakonczenia dos$wiadczenia (rys. 2, 3). Podobne

wyniki uzyskali Dancewicz i wsp. (2008), badajac aktyw-
no$¢ antyfidantna laktonowych pochodnych (R)-(+)- i (S)-
(-)-pulegonu wobec mszycy brzoskwiniowej. d-hydroksy-
y-laktony byly najaktywniejszymi antyfidantami dla
M. persicae sposrod wszystkich uzyskanych pochodnych
pulegonu (Dancewicz i wsp. 2008).

Zaobserwowane w przypadku (+)-11,12-dihydroksy-
nootkatonu (6) i (+)-7,11,12-trihydroksynootkatonu (7)
ograniczanie zasiedlania roslin przez M. persicae moze
istotnie zmniejsza¢ ryzyko przenoszenia wiruséw nietrwa-
tych przez mszyce (Martin i wsp. 1997; Tjallingii 2001).

Whioski / Conclusions

1. Naturalny lakton seskwiterpenowy (+)-nootkaton (1)
wykazywat silne deterentne oddzialywanie w sto-
sunku do mszycy brzoskwiniowej (Myzus persicae
[Sulz.]). Dziatanie deterentne stwierdzono po 24 go-
dzinach od zastosowania nootkatonu.

2. (+)-11,12-dihydroksynootkaton (6) i (+)-7,11,12-
trihydroksynootkaton (7) wykazywaly slabsze,
w poréownaniu do (+)-nootkatonu (1), ale diugo-
trwate deterentne oddzialywanie w stosunku do
M. persicae. Zasiedlanie lisci przez M. persicae byto
ograniczone w czasie od 1-24 godzin po zastoso-
waniu.

3. (+)-9a-hydroksynootkaton (2), (+)-11,12-epoksy-9a-
hydroksynootkaton (4) i (+)-11,12-epoksynootkaton
(5) wykazywatly krotkotrwate dzialanie deterentne
w stosunku do mszycy brzoskwiniowej. Zasiedlanie
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lisci przez M. persicae bylo ograniczone odpowied- 4. (+)-13-hydroksynootkaton (3) nie wykazywal ak-
nio: po 1 hi24h (pochodna 2), podczas pierwszych tywnosci deterentnej wobec M. persicae.

dwoch godzin (pochodna 4) Iub po 24 h (pochodna

5) po zastosowaniu.
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