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A synthetic mixture containing 1-indanone, 2-pentanone, 2-methyl-3-pentanone, 3-methyl-
2-pentanone, 2-methylcyclopentanone, 1-hydroxy-propanone, acetophenone, benzaldehyde,
n-nonanal, n-decanal, nerolidol, eugenol, thymol, carvacrol and phythol deters oviposition of
the Egyptian cotton leaf worm, Spodoptera littoralis (Boisd.). All compounds were identified

D-8580 Bayreuth,

from larval frass of S. littoralis.

Einleitung

Die dgyptische Baumwolleule, Spodoptera litto-
ralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae), ist im me-
diterranen Raum und groBen Teilen Afrikas ver-
breitet. Die Larven sind duBerst polyphag; ihr
Wirtspflanzenspektrum erstreckt sich tiber 112 Ar-
ten aus 44 Pflanzenfamilien [1]. Als bedeutender
Baumwollschiddling ist S. /ittoralis besonders in
Agypten und Israel bekannt.

Eine Moglichkeit, zum regulierenden Eingriff in
die Populationsdichte dieses insekis, bicten die Ei-
ablagehemmstoffe, die im Larvenkot von S. litto-
ralis biologisch nachgewiesen wurden [2—4]. Eiab-
lagehemmstoffe tbermitteln einem legebereiten
Weibchen, daB3 eine Pflanze entweder prinzipiell
nicht als Wirtspflanze geeignet ist oder dal3 eine
Pflanze bereits von Artgenossen befallen ist. Sie
veranlassen die Weibchen andere Eiablagepldtze
aufzusuchen und bieten somit die Moglichkeit,
Schadlinge von Nutzpflanzen abzuhalten. Wir un-
tersuchten daher den Larvenkot von S. littoralis
und identifizierten zahlreiche Verbindungen. Mit
einer synthetischen Mischung, bestehend aus 15
Verbindungen, lieBen sich im Labor die Eiablagen
auf Testblittern signifikant reduzieren. Der Bio-
test wird in Literatur [2—4] eingehend beschrieben.
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Experimenteller Teil

Larven, aus Eiern von Versuchsfaltern, die einer
Zucht auf synthetischer Diit [S, 6] entstammen,
wurden tdglich mit frisch gepfliickten Blittern der
agyptischen Baumwollpflanze (Gossypium barba-
dense) gefuttert. Der anfallende Larvenkot wurde
taglich abgesammelt [2—4].

Extraktion

164 g im Wasserstrahlvakuum getrockneter
Larvenkot wurde 48 Stunden ber Raumtemperatur
mit n-Pentan geriihrt; die Feststoffe mittels einer
G4-Glasfritte entfernt und das Filtrat im Reinst-
stickstoffstrom eingeengt.

Trockensdulenchromatographie

An Kieselgel ICN Silica TSC 60 A, Siulenlinge
19 cm, Durchmesser 2,5 cm, Fillhohe 15 cm.

a) Laufmittel: Pentan: Aceton (8:2)

Das Kieselgel wurde trocken in die Sdule einge-
fullt (Fillhohe 15cm). Jeweils 1 ml Rohextrakt,
der einer Ausgangsmenge von 8—10 g Larvenkot
entsprach, wurde mit ca. 1 g Kieselgel vermischt,
das Pentan im Stickstoffstrom vertrieben, und das
Material auf den Sdulenkopf aufgegeben. Dann
wurde mit frischem Kieselgel 0,5—1 cm hoch tiber-
schichtet und das Laufmittel zugegeben. Als die
Laufmittelfront das untere Sdulenende erreicht

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fir Naturforschung
@ ® @ in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der
BY ND Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz verdffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
fiir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*“) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher
Nutzungsformen zu erméglichen.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



896 B. Klein er al. - Eiablagehemmende Wirkstoffe aus dem Larvenkot von Spodoptera

hatte, wurde die Entwicklung des Chromato-
gramms durch Entfernen des tiberschussigen Lauf-
mittels beendet. Wir erhielten finf unterschiedlich
gefarbte Bereiche. Die isolierten Kieselgelzonen
wurden in Aceton suspendiert. Das Kieselgel wur-
de durch Abfiltrieren tiber eine G 4-Fritte entfernt.
Das Eluat der orange gefiarbten Fraktion 2 des
Fillhohenbereichs von 6,5—8 cm wirkte eiablage-
hemmend.

b) Laufmittel: alkoholfreies Chloroform

Jeweils | ml des Eluates der orangen Fraktion 2,
der einer Ausgangsmenge von 12—15 g Larvenkot
entsprach, wurde nach der unter a) beschriebenen
Methode mit alkoholfreiem Chloroform weiter
aufgetrennt und ergab vier Fraktionen. Die ge-
trennten Zonen wurden wiederum mit Aceton
vom Kieselgel eluiert. Die hellgelbe Fraktion 2/3
im Fullhohenbereich 6,5—10,5 cm wirkte eiablage-
hemmend.

Prdparative Diinnschichtchromatographie an
Kieselgel

Zur Auftrennung der Fraktion 2/3 verwendeten
wir PSC Fertigplatten Kieselgel 60 F,y, der Firma
Merck (Darmstadt, F.R.G.), Schichtdicke 2 mm.
Entwickelt wurde mit einem Chloroform-Pentan-
Gemisch 9:1. Anhand der im UV-Licht bei
254 nm erkennbaren Substanzflecken teilten wir
die 10 cm lange Trennstrecke in sechs Fraktionen
auf. Die isolierten Kieselgelzonen des Chromato-
gramms wurden zur Elution der adsorbierten Ver-
bindungen zwei Stunden mit Aceton geriithrt. Das
Kieselgel wurde durch Abfiltrieren iiber eine G4-
Fritte abgetrennt und das Eluat zur weiteren Auf-
trennung auf einige Mikroliter eingeengt. Eiabla-
gehemmend wirkten zwei Fraktionen: DC2 R
Wert 0,41-0,76, DC4 R-Wert 0,21-0,29.

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)
an Kieselgel

Die Auftrennung der Fraktion DC?2 erfolgte an
Kieselgel (Nucleosil 3 p 100) der Firma Macherey
& Nagel (Stahlsdule: 250 x 8mm). Als Elutions-
mittel diente ein Hexan-Ethanol-Gemisch im Ver-
haltnis 97,5:2,5. Detektiert wurde bei 230 nm;
Durchflu3 3 ml/min; Druck 101 bar. Nach dem
Elutionsdiagramm schnitten wir finf Fraktionen
(P1—=P5) (Abb. 1). Fraktion P 5 enthilt zusétzlich

EXTINKTION 230nm

P P2 |[P3 | Pa | PS
5 10 15 min

Abb. 1. HPLC-Diagramm der Fraktion DC 2 auf Nu-
cleosil 3 p und 100; Sdule: 250 x 8 mm; Durchfluf3 3 ml/
min; Druck 101 bar; Laufmittel: 97,5% Hexan:2,5%
Ethanol.

das Eluat, das durch Nachspiilen der Trennsdule
mit Aceton entstand. Zur Trennung wurde eine
Latek P-400 Pumpe mit Kratos Spectroflow 773
Absorbance Detector und Knauer 2-Kanalschrei-
ber verwendet.

GC/MS-Analyse

Die Fraktionen P 3 und P 5 untersuchten wir mit
dem Massenspektrometer ZAB-2F der Firma Va-
kuum Generators kombiniert mit dem Gaschro-
matographen Carlo Erba 2900. Wir verwendeten
eine 60 m Supelcowax 10 Fused-Silica-Kapillar-
sdule. Die Spektren wurden mit nominaler und ge-
nauer Massenmessung registriert. Temperaturpro-
gramm: 40 "C 6 min, 4°/min—220 "C (Abb. 2 und
3).

Ergebnisse und Diskussion

Der Larvenkot von S. littoralis enthalt eiablage-
hemmende Wirkstoffe, die in #-Pentan 16slich sind
[3]. Eine nennenswerte Anreicherung uber die
Gasphase ist nicht moglich. Zur Identifizierung
der Wirkstoffe arbeiteten wir einen Trennungs-
gang in fliissiger Phase aus. Nach Vortrennung des
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Rohextrakts an Kieselgelsdulen mit verschiedenen
Laufmitteln und anschlieBender préparativer
Diinnschichtchromatographie erhielten wir zwei
eiablagehemmend wirkende Fraktionen. Eine die-
ser beiden Fraktionen trennten wir mittels Hoch-
druckfliissigkeitschromatographie (HPLC) weiter

auf. Hierbei stellte sich heraus, da3 die Deterrens-
wirkung dieser Fraktion durch das Zusammen-
spiel von wenigstens zwei Komponenten ausgelost
wird. Keine der finf HPLC-Fraktionen (P1—P5)
wirkte fur sich allein eiablagehemmend. Erst durch
Wiedervereinigung zweier Fraktionen (P3+P5)



898

rel.1.[%s)

B. Klein et al. - Eiablagehemmende Wirkstoffe aus dem Larvenkot von Spodoptera

1001

501

erhilt man die biologische Wirkung zurtick. Diese
beiden Fraktionen untersuchten wir mittels hoch-
auflosender Kapillar-GC-MS-Kopplung.

Die Tabellen I und II geben einen Uberblick
tiber die aus den Fraktionen P3 und PS5 aufgrund
der massenspektrometrischen Fragmentierung,
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des Spektrenvergleiches und des Retentionszeiten-
vergleiches identifizierten Verbindungen. Die Ta-
bellen enthalten auch die bei der Spurenanalytik
unvermeidbaren Artefakte.

Die aus beiden Fraktionen identifizierten Ver-
bindungen nahmen wir als Grundlage zur Herstel-
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Tab. 1. Uberblick tiber die aus der HPLC-Fraktion P3

identifizierten Verbindungen.

Tabl. I1. Uberblick iiber die aus der HPLC-Fraktion P 5
identifizierten Verbindungen.

Verbindung

Verbindung

OO 0NN W4 Lo —

Nonan
2-Methyl-2-Pentanol
3-Methyl-3-Pentanol
Dodecan
3-Methylcyclopentanon
2-Hexanol

Tridecan

Cyclohexanol
Methylstyrol
n-Nonanal

Tetradecan

Essigsdure

Keton

n-Decanal

C,H.Cl,

1-Octanol

Hexadecan

Heptadecan
delta-Cadinen
Capronsdure
1-Undecanol

Guajacol

C,sHy0

ungesittigter Kohlenwasserstoff
C,sH,0
2-Ethylcapronsdure
n-Heptansaure
ungesittigter Kohlenwasserstoff
1-Dodecanol

Calamen

1-Indanon
Myristinsdureisopropylester

N ornals
Ncrolidol

Caprylsdure

Keton

n-Nonansiure

Eugenol

Thymol

T-Muurolol

Carvacrol
Palmitinsdureisopropylester
Caprinsdure
Terephthalsduredimethylester
C,H,0Cl,

Benzoesiure

Laurinsdure
trans-trans-Farnesol
Phthalsdureester

Phythol

Myristinsdure

o

{,

Palmitinsdure

C,,H,0Cl
C,,HCl,

:_O-\OOC\IO\U\ADJRJ—-

EENAVS N S

Ethylchlorid
2-Pentanon
2-Methyl-3-pentanon
2-Methyl-2-butanol
3-Methyl-2-pentanon
2-Butanol
2-Methyl-2-pentanol
3-Methyl-3-pentanol
2-Pentanol
1-Methoxy-2-propanol
2-Methoxy-ethanol
2-Methylcyclopentanon
Dodecan

Crotylalkohol
3-Methylcyclopentanon
1-Pentanol
1-Chlor-2-methyl-2-propanol
Isocyansdurecyclohexylester
Cyclohexanon

Acetoin

Tridecan
Cyclopentanol
1-Hydroxy-2-propanon
1-Chlor-2-butanol
Nonanal
trans-2-Hexen-1-ol
Tetradecan
a-Angelicalacton
Essigsdure

Furfural

Keton

Phoron
3-Chloro-2-butanol
Ameisensdure
Benzaldehyd
Propionsdure
iso-Buttersaure
D,-Dimethylsulfoxid
Nonanaldiethylacetal
Decanaldiethylacetal
Ethylenglycol
v-Butyrolacton
Acetophenon
Carbaminsdureethylester
n-Heptadecan
Acetamid
Formylpiperidin
n-Octadecan
6-Methyl-Valerolacton
d-Valerolacton
Capronsidure
Benzylalkohol
D-Dimethylsulfon
2-Ethylcapronsdure
n-Heptansaure
1-Dodecanol
Diethylenglycol
n-Icosan
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Tabl. I1. Uberblick iiber die aus der HPLC-Fraktion P5
identifizierten Verbindungen. (Fortsetzg.)

Verbindung
59 Myristinsduremethylester
60 Myristinsdureisopropylester
61 Caprylsdure
62 Pentadecansduremethylester
63 Keton
64 Nonansdure
65 Palmitinsdureisopropylester
66 Palmitinsdureethylester
67 Caprinsdure
68 Terephthalsduredimethylester
69 n-Tetracosan
70 Stearinsduremethylester
71 Benzoesdaure
72 Laurinsdure
73 n-Pentacosan
74 Phythol
75 Myristinsdure
76 Pentadecansiure
[ Palmitinsdure

78 Phthalimid

lung mehrerer synthetischer Mischungen, um so
die fur die Hemmwirkung in Frage kommenden
Verbindungen einkreisen zu konnen. Wichtig bei
der Zusammenstellung war, die Komponenten in
den natiirlichen Mengenverhiltnissen zu mischen.
Verandert man das natiirliche, von einer Spezies
verwendete Mengenverhéltnis der Komponenten
eines Wirkstoffkomplexes, so kann dies zu einem
verdnderten Muster der Sinneszellenerregung fiih-
ren. Eine vom natiirlichen Verhalten abweichende
Reaktion kann die Folge sein [7].

Da die eiablagehemmende Wirkung nur dann
auftritt, wenn man die beiden HPLC-Fraktionen
P 3 und P 5 mischt, muBten auch die synthetischen
Testlosungen Substanzen aus beiden Fraktionen
enthalten. Wir berticksichtigten bei der Zusam-
menstellung bevorzugt Substanzen, fiir die auch
schon bei anderen Insekten ein EinfluB auf das
Verhalten nachgewiesen wurde [7—11]. Neben
einer unwirksamen synthetischen Mischung M 1
bewirkt die Mischung M2 eine leichte Reduzie-
rung der Eiablagen auf Testbldttern, wihrend die
aus 15 Komponenten bestehende Mischung M 3
signifikant eiablagehemmend wirkt (Tabelle III).
Es finden sich nur ca. 20% der Eiablagen auf den
Testblattern mit dem Deterrens, wahrend sich auf
den Kontrollblidttern (behandelt mit den reinen
Losungsmitteln) ca. 80% der Eiablagen befinden.

Tab. I11. Zusammensetzung der synthetischen Mischun-
gen.
a) Mischung M 1 = keine Hemmwirkung
40% Eiablagen Testbldtter / 60% Eiablagen Kon-
trollblitter;
b) Mischung M 2 = leichte Hemmwirkung
33% Eiablagen Testbldtter / 67% Eiablagen Kon-
trollbldtter;
¢) Mischung M 3 = signifikante Hemmwirkung
20% Eiablagen Testbldtter / 80% Eiablagen Kon-
trollblitter.

Substanz- Verbindung Mikroliter bzw.

klasse Mikrogramm/
100 ml Aceton

a)

n-Alkane n-Dodecan 40
n-Tridecan 11
n-Tetradecan 4,5
n-Hexadecan 3
n-Heptadecan 3
n-Eicosan 4,5

Ketone  3-Methylcyclopentanon S
2-Methylcyclopentanon 8,5

Alkohole Guajacol 2,5

Terpene Nerolidol 6.5
Eugenol 16,5
Thymol 8
Carvacrol 8
Phythol 90

Lactone alpha-Angelicalacton 4
gamma-Butyrolacton 2

b)

Alkohole Benzylalkohol 84
Guajacol 2,5
trans-2-Hexen-1-ol 28

Aldehyde Benzaldehyd 5

Terpene Nerolidol 6,5
Eugenol 16,5
Thymol 8
Carvacrol 8
Phythol 90

©)

Ketone  I-Indanon 5,5
2-Pentanon 10
2-Methyl-3-pentanon 6
3-Methyl-2-pentanon 9
2-Methylcyclopentanon 8,5
1-Hydroxy-propanon 8
Acetophenon 7

Aldehyde Benzaldehyd 5
n-Nonanal 6
n-Decanal 2

Terpene Nerolidol 6,5
Eugenol 16,5
Thymol 8
Carvacrol 8
Phythol 90
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Ein Vergleich der Inhaltsstoffe der drei Mi-
schungen 146t den SchluB3 zu, daB der Benzaldehyd
und die Terpene eine entscheidende Rolle bei der
Hemmwirkung spielen. IThr Einfluf3 reicht jedoch
allein nicht aus, erst durch Zugabe weiterer Carbo-
nylverbindungen erhélt man die volle, den natiirli-
chen Extrakten entsprechende Deterrenswirkung.

Die Tatsache, daB3 neben der eiablagehemmend
wirkenden Mischung zwei synthetische Mischun-
gen (M 1 und M 2) inaktiv waren, sehen wir als Be-
weis dafiir, daB3 der Deterrenseffekt aus dem Zu-
sammenwirken biologisch relevanter Verbindun-
gen resultiert, und nicht auf der Anwesenheit
unspezifisch storender Substanzen beruht. Im Ein-
klang mit den Verhiltnissen bei anderen Insekten
[12, 13] wird bei S. littoralis das Eiablageverhalten
nicht durch eine einzige Komponente beeinfluf3t.
Das Sexualpheromon von S. littoralis besteht
ebenfalls aus mehreren Komponenten. Es konnten
finf ungesdttigte Acetate nachgewiesen werden
[14]. Die Vorteile von Mehrkomponentensystemen
wurden von Bergstroem [15] diskutiert. Mit Hilfe
von Multikomponentensystemen kann beispiels-
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weise ein Zeit- und Raumgradient von Kompo-
nenten erzeugt werden, der auf dem unterschiedli-
chen Dampfdruck oder der unterschiedlichen Po-
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