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Phytoalexine, chemische Abwehrstoffe hoherer Pflanzen?

Von Hans Grisebach und Jiirgen Ebell"]

Phytoalexine sind Abwehrstoffe mit antimikrobiellen Eigenschaften, die nach einer Infektion

von der Pflanze gebildet werden. Diese Verbindungen gehoren verschiedenen Naturstoffgruppen
an, z. B. Isoflavonoiden, Terpenoiden, Polyacetylenen und Dihydrophenanthrenen. Die Induktion
der Phytoalexinbildung kann nicht nur durch lebende Mikroorganismen, sondern auch durch
Produkte mikrobiellen Ursprungs (Elicitoren) oder durch StreBbehandlung (Kalte, UV-Licht)
bewirkt werden. Der Elicitor aus der Myzelwand des Pilzes Phytophthora megasperma var.
sojae (Pms) ist ein B-1,3-Glucan mit Verzweigungen an C-6. Die Biosynthese der Phytoalexine
ist in einigen Fillen in ihren Grundziigen bekannt. Durch Elicitoreinwirkung auf pflanzliches
Gewebe steigt die Aktivitit der an der Phytoalexinbiosynthese beteiligten Enzyme an. Die
Fahigkeit einiger Mikroorganismen, Phytoalexine chemisch zu veridndern, konnte mit ihrer
Pathogenitidt zusammenhingen. Die Rolle der Phytoalexine als Abwehrstoffe ist noch nicht

eindeutig geklirt.

1. Einfiihrung

Wie Mensch und Tier ist auch die Pflanze zahlreichen Mi-
kroorganismen ausgesetzt. Dabei kommt den phytopathoge-
nen Pilzen und Viren eine besondere Bedeutung als Krank-
heitserregern zu. Da Pflanzen kein Immunsystem besitzen,
stellt sich die Frage, wie sich die Pflanze gegen Krankheitserre-
ger wehren kann. Eine Abwehrmoglichkeit, die auf der indu-
zierten Produktion chemischer Abwehrstoffe durch die Pflanze
beruht, soll in diesem Aufsatz behandelt werden.

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde angenommen,
daB Pflanzen eine erworbene Resistenz besitzen konnen und
auf eine Infektion mit biochemischen Abwehrmechanismen
reagieren'*?), aber erst die Untersuchungen von Miiller und

[*] Prof. Dr. H. Grisebach, Dr. J. Ebel
Lehrstuhl fiir Biochemie der Pflanzen, Biologisches Institut IT der Untiver-
sitdt
SchinzlestraBle 1, D-7800 Freiburg
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Bérger iiber die Phytophthora-Resistenzl'] der Kartoffell*3!
brachten einen entscheidenden experimentellen Fortschritt bei
der Aufkldrung derartiger Abwehrmechanismen. Die wesent-
lichen Ergebnisse dieser Untersuchungen waren: 1. Das Ab-
sterben des Parasiten auf den Knollen der resistenten Sorten
ist nicht durch einen schon vor der Infektion in den Knollen
vorhandenen Stofl bedingt, ,sondern durch eine Zustandsdnde-
rung bei den mit dem Pilz in Kontakt gelangten Wirtszellen®.
2. Unter Preisgabe der vom Pilz befallenen Gewebeschichten
wehrt die Pflanze den Parasiten ab. Wihrend dieser als ,,Ab-
wehrnekrose™ bezeichneten Reaktion bildet sich ein Abwehr-
stoff, der als ,Phytoalexin“ (phyton = Pflanze, alexein =
abwehren) bezeichnet wurde. Phytoalexine kdnnen daher als

[*] Der Pilz Phytophthora infestans (Phytiaciae) ist der Erreger der Kartof-
felfaule (,Jate blight™). Er war die Ursache der Vernichtung der Kartoffelernte
in Irland im Jahre 1845 und den folgenden Jahren, welche eine grolle Hungers-
not zur Folge hatte.
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postinfektionell (") vom Wirt gebildete Abwehrstoffe mit anti-
mikrobiellen Eigenschaften definiert werden!*#- 1711,

Weitere Untersuchungen fiihrten zu der wichtigen Erkennt-
nis, daf3 die Intensitit der Abwehrreaktion primidr von der
genetischen Konstitution von Wirtspflanze und Parasit ab-
hiingt(®%-179),

1960 konnte eine Verbindung mit fungitoxischen Eigen-
schaften durch die Tropfen-Diffusionstechnik[*] aus Samen-
schalen der Erbse ( Pisum sativum ), die mit Sporen des Pilzes
Sclerotinia fructicola infiziert waren, isoliert werden'*®). Die
Verbindung erhielt den Namen Pisatin; ihre Konstitution als
Pterocarpan [Tabelle 1, (17 )] wurde 1962 von Perrin und Bot-
tomley aufgeklart!*3],

Inden letzten Jahren ist das Gebiet der Phytoalexine intensiv
bearbeitet worden. Von den zahlreichen Zusammenfassungen
seien hier nur die neueren angefiihre!2- 2823, 24,471

Der vorliegende Aufsatz behandelt vorwiegend die bioche-
mischen Aspekte der Phytoalexine, wobei der Induktions-
mechanismus und die Biosynthese im Vordergrund stehen.
Weiterhin wird die Rolle der Phytoalexine bei der Infektab-

wehr diskutiert.

2. Struktur und Vorkommen der Phytoalexine

Phytoalexine sind keine einheitliche Stoffklasse, sondern
gehoren verschiedenen Naturstoffgruppen an. In Tabelle 1
sind die bisher bekannten Phytoalexine zusammengestellt.
Dabei wurden nur solche Verbindungen beriicksichtigt, welche
den Kiriterien des Phytoalexinbegriffs geniigen, d.h. Stoffe,
die erst postinfektionell in héherer Konzentration auftreten
und die das Wachstum von Mikroorganismen inhibieren. Wie
aus Tabelle 1 zu ersehen ist, gehdren zu den Phytoalexinen
Isoflavonoide, Sesquiterpene, Furanoterpenoide, Polyacetyle-
ne, Dihydrophenanthrene und andere Stoffe. Eine umfassende
Ubersicht iiber die Natur und Verbreitung postinfektioneller
Abwehrstoffe bei Pflanzen existiert noch nicht, doch zeichnet
sich ein Zusammenhang zwischen der chemischen Natur der
Phytoalexine und den Pflanzenfamilien ab!*®), So bilden die
Leguminosen im allgemeinen Isoflavonoide, die Solanaceen
Diterpene, die Compositen Polyacetylene und die Orchidaceen
Dihydrophenanthrene. Ausnahmen wie z. B. das Vorkommen
des Furanoacetylens Wyeronsidure (33 ) in der Saubohne ( Vi-
cia faba) sind selten. Phytoalexine kénnen daher in einigen
Fillen als taxonomisches Merkmal verwendet werden.

Die Gewinnung groBerer Mengen von Phytoalexinen aus
infiziertem Pflanzengewebe ist meist sehr aufwendig. Nach
der Methode von Keen!”" lassen sich jedoch in vielen Fillen
gréfBere Mengen (30-100 mg) dieser Stoffe auf relativ einfache
Weise gewinnen. Hierzu werden die zerschnittenen Samen
in Gegenwart ihrer am unbehandelten Samen vorhandenen
Mikroflora 3-5 Tage lang inkubiert. Die dabei gebildeten

[*] Esgibtauch priinfektionelle Abwehrstoffe. Diese Gruppe umfaBt fungito-
xische Verbindungen, die bereits in der nicht infizierten Pflanze in ausreichen-
der Konzentration vorliegen, um eine Infektion zu verhindern [2b]. Die ein-
deutige Zuordnung zur Gruppe der pri- und postinfektionellen Abwehrstoffe
ist bei einigen Verbindungen problematisch.

[**] Beider Tropfen-Diffusionstechnik (,,drop-diffusate technique®) wird eine
Sporensuspension des Pilzes als Tropfen auf das betreffende Gewebe (hier
das Endocarp (Nahrgewebe) der Samenhiilsen) aufgebracht. Nach Ausidsung
der Abwehrreaktion diffundiert ein Teil des gebildeten Phytoalexins in den
Tropfen und kann aus den vereinigten Tropfen mit organischen Losungsmit-
teln extrahiert werden.
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Phytoalexine konnen nach Extraktion mit organischen
Losungsmitteln durch gebrauchliche Reinigungsverfahren
(z. B. priparative Schichtchromatographie) isoliert werden.

3. Induktion der Phytoalexinbildung

Eine groBe Zahl von Untersuchungen iiber Wirt-Parasit-
Wechselwirkungen hat gezeigt, daB die Fahigkeit, Phytoalexi-
ne zu bilden, eine weit verbreitete Eigenschaft von Pflanzen
ist. Gewebe aller Pflanzenteile sind befdhigt, als Reaktion
auf den Befall durch pathogene und nicht-pathogene Mi-
kroorganismen Phytoalexine zu bilden. Pilze!?**’" sind in
dieser Hinsicht besonders wirksame Organismen. Als Folge
der Infektion der Sojabohne ( Glycine max ) durch Phytophtho-
ra megasperma var. sojae kann Glyceollin (20) von einer
Konzentration, die unterhalb der Nachweisgrenze liegt, inner-
halb von 24-48h bis zu Mengen von mehr als 10% des
Trockengewichtes des infizierten Gewebes akkumulieren!*®7),
Die meisten Pflanzen scheinen mehrere, hiufig struktur-
verwandte Phytoalexine zu bilden, wie am Beispiel der Bohne
( Phaseolus vulgaris) und der Kartoffel (Solanum tuberosum)
deutlich wird (Tabelle 1).

Die Phytoalexinbildung wird auch bei Infektion pflanz-
lichen Gewebes durch Bakterien(8% 20a=c. 146.188.1891 'y
rent®3°1:92.138, 1391 ynd Nematoden!'> ®*! induziert. Nicht
nur lebende Mikroorganismen, sondern auch deren zellfreic
Kulturfiltrate oder Extrakte konnen die Phytoalexinbildung
induzieren (,elicitieren®){®* 1921, Verbindungen mikrobieller
Herkunft, die die Phytoalexinsynthese in Pflanzen stimulieren,
wurden Elicitoren genannt!!?*). Die mégliche biologische Be-
deutung von Elicitoren der Phytoalexinsynthese fiir die Ab-
wehrreaktion von Pflanzen gegeniiber Mikroorganismen wird
in Abschnitt 5 besprochen.

Phytoalexine wurden wiederholt als ,StreBverbindungen”
bezeichnet (z.B. '°%¥)), denn ihre Synthese kann neben der
zahlreicher anderer primérer und sekundirer Metabolite auch
durch Behandlungsarten, die pflanzliche Gewebe schidigen
oder vergiften, angeregt werden. So konnen Kiltebchand-
lung!'°* und Bestrahlung mit UV-Licht!!1°3 1961 die Phytoale-
xinsynthese auslosen. Aber auch chemisch so verschiedene
Substanzen wie Schwermetallsalze!®*-199-107.108] " pglyamj.
nel!%%1 Ethylen!!!?) Antibiotika und Stoffwechselinhibito-
ren!108: 111 1151 Eyngizidel!16- 11 T ynd Ribonuclease!*®! sind
Induktoren. Diese Substanzen wirken wahrscheinlich auf un-
terschiedliche Art; das Ergebnis ist jedoch in jedem Fall eine
tiefgehende Verdnderung des Zellstoffwechsels. Unter den als
StreBfolge produzierten Verbindungen haben die Phytoalexine
deshalb eine besondere Bedeutung erlangt, weil sie wegen
ihrer postinfektionellen Bildung und ihrer antimikrobiellen
Eigenschaften mit der Abwehrreaktion der Pflanzen gegen
potentielle Schédlinge in Zusammenhang gebracht werden
(siehe Abschnitt 5). Produzieren Pflanzen mehrere Phytoalexi-
ne, so kann die Zusammensetzung des Phytoalexingemisches
vom induzierenden Agens abhingen. Beispiele dafiir erwiihnen
VanEtten und Pueppke (1?2, dort Tabelle IV) fiir Kombinatio-
nen von P. vulgaris mit vier pathogenen Mikroorganismen.
Keen!'7 leitet aus einem dhnlichen Verhalten von Glycine
maxt 77, Phaseolus lunatus'* > und Glycine wightiil”® die Hy-
pothese ab, dal Pflanzen als Antwort auf die Infektion mit
einem Mikroorganismus bevorzugt diejenigen Phytoalexine
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Tabelle 1. Struktur und Vorkommen von Phytoalexinen. (Weitere Literatur findet sich in Ubersichtsaufsitzen [2a, 2b, 23, 24].)

Struktur

Trivialname

Vorkommen

Isoflavonoide

4 U o

mco o L

670

(1).R'=R*=CH;; R*=H
(2),R'=H; R?=R3>=CH,;

(3), R'=CH;; R?=H; R*=CHj;

(4),R'=R*=H; R*=CH;,

(5), R'=R3*=H; R?=CH,
(6),RI=R2=R*=H
(7),R'=0OH; R?=R*=0CH3;

(7a), R!=R?=0CH;; R*=0H
(8), R'=0CH;; R*=Dimethylallyl; R*=0OH

(9),R=H
(9a). R=CH,3
(10)

(10a)

(11)

(12),R'=R*=R*=H; R?=0H; R*=0CH;

(13), R'!=R*=H; R?=0H; R3*=R3=OCH;
(14), R'=R*=H; R?=R*=R*=0CH;

(15), R'=0OH; R*=H; RZ=R*=R*=0CH;
(16), R'=R*=H; R* R*=—0—CH,—0—

(17)

(18)

(19)

Arvesan [1]
Sativan [81]

Isosativan [31]

Vestitol [10, 81]

Isovestitol [3]

Demethylvestitol [3]

Isomucronulatol [4]
Laxifloran [177]
2-0’-Methylphase-
ollidinisoflavan [32]

Phaseollinisoflavan [5]
2'-0-Methylderivat
von (9) [82]

Kieviton [5]

Wighteon [78]

Betavulgarin [6, 7]

Medicarpin [8]
[(—)-Enantiomer,
(6aR,11aR)-Konfiguration]

(—)-Inermin [8]
(Maackiain)

(+)-Pisatin [a] [45]

Phaseollin [33]
[(6aR,11aR)-Konfiguration] [34]

Phaseollidin [5, 12]

Hasenklee ( Trifolium arvense)
(2), (4), (5) auch in anderen
Kleearten

Hybridklee (Trifolium hybridum)
und andere Kleearten

(2)und (4) auch in Trigonella und
Esparsette  (Onobrychis  viciae
Jolia) [178]

auch in Lotusarten, Hyacinthboh-
ne ( Lablab niger) [177]
Tetragonobulus-Arten

Glycyrrhiza-Arten
Hyazinthbohne
Kuhbohne (Vigna unguiculata)

Buschbohne ( Phaseolus vulgaris)

Buschbohne, Hyacinthbohne [177]

Glycine wightii

Runkelriibe (Beta vulgaris, Che-
nopodiaceae)

Wiesenklee (Trifolium pratense),
Luzerne ( Medicago sativa), Cana-
valia ensiformis, Steinklee (Melilo-
tus ) [9] und Trigonella-Arten [10],
Esparsette  ( Onobrychis  viciae

folia) [178]

Zusammen mit (13)-(15) und
(17) aus Erbsen. (16) auch aus
Trigonella-Arten [10]

Erbse ( Pisum sativum), Platterbse
(Latyrus) [11]

Phaseolus-Arten, Gemeine Kuh-
bohne (Vigna sinensis)

Phaseolus vulgaris, Vigna sinensis
[83], Goabohne ( Psophocarpus te-
tragonolobus ) [84], Hyacinthboh-
ne [177]
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Tabelle 1.

Struktur Trivialname Vorkommen

(20) Glyceollin [13] Sojabohne ( Glycine max)
(21) Isomer von Glyceollin [14] Sojabohne

(22) Isomer von Glyceollin [14] Sojabohne

HO 0.0
‘ Z O (23)
O oH

‘

Sesquiterpene ( Ubersicht siehe auch [90a])

(24)
(25)

(26),R=H

(27),R=0H

(28)

HO
<e
HO

Furanoterpenoide

Q (30)

Polyacetylene

CH;-CHACH—(C= C);—CHACH—CH (OH)-CH,OH (3] )

CHy~CHACH—(C= C)~CH(OH)-CH,OH (32)

< _ 7\ : (33),R=H
,HyCH=CH-C= C— 2CH-CO,R
CpHg g o CHECH-CO, (34) R—CH,

C2H5—C/HO~\CH—C-=-CH—%@—CH:‘CH—C02CH3 (35)
o)

Dihydrophenanthrene

R? R3
HyCO ‘ (36), R'=0CH,; R?=H; R*=0OH
O‘ (37), R'=R?*=0H; R>=H

(38), R'=0CH,; R?=0OH; R*=H
Rl

Angew. Chem. 90, 668-681 (1978 )

Cuméstrol [b] [15]

Rishitin [35, 36]

Capsidiol [22, 37]

Lubimin [38]

4-Hydroxylubimin [c] [39]

Phytuberin [40]

Hemigossypol [41, 19]

Ipomeamaron [25]

Safinol [26, 85]
[(2R)-Konfiguration]

Dehydrosafinol [26]

Wyeronsiure [27, 28]
Wyeron

Wyeron-4,5-epoxid [29]

Orchinol [20, 21]
Hircinol
Loroglossol [30]

Limabohne ( Phaseolus lunatus)

Kartoffelknollen (Solanum-Arten),
Tomaten (Lycopersicum esculen-
tum)

Paprikafriichte (Capsicum frutes-
cens)

Kartoffelknollen, Stechapfel ( Da-
tura stramonium)

Kartoffeln

Baumwolle (Gossypium-Arten,
Malvaceae)

SiiBkartoffel (Ipomoea batatas,
Convolvulaceae)

Firberdistel (Carthamus tinctorius,
Compositae)

Saubohne ( Vicia faba)

Knollen von Orchideenarten
(Orchidaceae)
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Tabelle 1.

Struktur

Verschiedene

HO, oCH;
SO
o OCH,

H,CO
e} (40)
OH O

OCH;

|0 @& 00 (41)
e =
HO cis- und trans-(42), R=H
ROCH:CH—QOH
HO

HO
Lo

cis- und trans-(43), R=Dimethylallyl

O o

HO.
J (40
OH
fol3t

Trivialname Vorkommen

Vignafuran [d] [16] Kuhbohne ( Vigna unguiculata)

[17] Karotten ( Daucus carota)

Xanthotoxin [18] Pastinak ( Pastinaca sativa)

Resveratrol [86] Afrikanische ErdnuB ( Arachis hy-

pogea)
[87] Amerikanische Erdnuf3

e-Viniferin [e] [88] Weinstock ( Vitis vinifera)

[a] Da Pisatin (17) im Gegensatz zu den meisten natiirlichen Pterocarpanen rechtsdrehend ist, wird (6aS,11aS)-Konfiguration angenommen.

[b] Cuméstrol (23) wird nach Infektion mit dem Nematoden Pratylenchus scribneri akkumuliert. Es hemmt die Motilitdt dieses Nematoden, besitzt aber

keine fungitoxische Wirkung.

[c] Die Fungitoxizitit von (27) scheint geringer zu sein als von Karsui et al. [39] angegeben [90a].
[d] Vignafuran (39) kénnte aus einem Pterocarpen [vgl. (12)] durch Verlust des C-2 gebildet werden.
[e] Resveratrol (42), das auch im Weinstock vorkommt, diirfte die Vorstufe von e-Viniferin (44) sein. (44) wirkt bedeutend stirker fungitoxisch als (42)

[88].

akkumulieren, welche die stirkste Hemmwirkung gegeniiber
diesem Organismus zeigen. Dagegen ist die Antwort auf einen
abiotischen Elicitor wie CuCl, weniger selektiv.

Es ist eine attraktive Hypothese, daBl Pflanzen Produkte
mikrobiellen Ursprungs erkennen und dadurch die Induktion
der Phytoalexinsynthese vermittelt wird!*8), Erste Berichte
iiber von Mikroorganismen synthetisierte Elicitoren bezogen
sich auf Untersuchungen mit Priparaten unbekannter Zusam-
mensetzung!®* =921 Cruickshank und Perrin!''®) isolierten
und charakterisierten einen Elicitor von Monilinia fructicola,
einem Fruchtparasiten. Dieser Elicitor, Monilicolin A, ist ein
Peptid mit einem Molekulargewicht von ungefahr 8000, das
bei Verabreichung in geringen Konzentrationen (ca. 10~°
mol/l) die Synthese der Phytoalexine Phaseollin (18) und
Phaseollidin (19) in der Bohne ( Phaseolus vulgaris) stimu-
liert!!*®!. Die Bohne ist jedoch kein Wirt dieses Pilzes. In
anderen Nichtwirten des Pilzes wie der Saubohne (Vicia faba)
oder der Erbse ( Pisum sativum) stimuliert Monilicolin A die
Phytoalexinsynthese nicht!''®1, Die physiologische Bedeutung
von Monilicolin A in der Krankheitsresistenz ist noch unge-
klirt, da bisher kein Wirt von M. fructicola beschrieben wurde,
der auf diesen Elicitor reagiert.

Albersheim et al!'18: 12971231 jsolierten einen Elicitor von
Phytophthora megasperma var. sojae (abgekiirzt Pms), dem
Erreger von Stamm- und Wurzelfdule der Sojabohne (Glycine
max ). Der Pms-Elicitor induziert die Synthese des Glyceollins
{20) in Kotyledonen!*2°, Hypokotylen!*#?! und Zellsuspen-
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sionskulturen!! 231 der Sojabohnel*]. Die Gewebe der Sojaboh-
ne reagieren sehr empfindlich auf geringe Mengen des Pms-Eli-
citors. Es geniigen Konzentrationen von ungefihr 1 pg/ml,
um die Glyceollinakkumulation zu stimulieren. Zwischen Gly-
ceollin (20) und den von Lyne et al!'# isolierten strukturiso-
meren Verbindungen (21 ) und (22) aus infizierten Sojaboh-
nen, die dhnliche antimikrobielle Eigenschaften wie Glyceollin
besitzen, wurde in diesem Zusammenhang nicht differenziert,
da sie unter den Bedingungen der biologischen Tests fiir den
Pms-Elicitor nicht getrennt erfalt wurden.

Der Pms-Elicitor ist ein Strukturpolysaccharid der Myzel-
wand von Pms. Er A6t sich mit Wasser unter Erhitzen teilweise
aus der Myzelwand 16sen und kann auch aus dem zellfreien
Kulturfiltrat von Pms, in das er vermutlich durch Autolyse
eines Teils des Pilzmyzels abgegeben wird, isoliert werden.
Hinweise auf die Polysaccharidnatur des Pms-Elicitors
ergaben sich aus seiner Hitzestabilitédt, der Unempfindlichkeit
gegeniiber pH-Extremen, der Resistenz gegen Pronase und
der Heterogenitit des Molekulargewichtes!* '8

Eine weiterfiihrende Charakterisierung ergab, daB die elici-
toraktiven Molekiile B-1,3-Glucane sind, die an C-6 einiger
Glucosylreste zusatzliche Zuckerreste tragen konnen. Das
durchschnittliche Molekulargewicht des aus der Myzelwand
extrahierten Elicitors betragt 100000. Exo-B-1,3-glucanase aus

[*] Kotyledonen (Keimblatter) und Hypokotyl (SproBabschnitt zwischen
Wurzelansatz und Keimblattern) sind Teile des Keimlings.
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Euglena gracilis hydrolysiert ungefihr 90 % des Glucans zu
hochverzweigten Fragmenten mit einem durchschnittlichen
Molekulargewicht von 10000. Diese Fragmente behalten den
groBten Teil der Elicitoraktivitit des hochmolekularen Mate-
rials. Um die elicitorwirksame Komponente des Glucans noch
genauer zu beschreiben, wurde die Pms-Myzelwand mit Sdure
partiell hydrolysiert. Aus dem Hydrolysat konnten Oligosac-
charide aus etwa acht Glucosylresten isoliert werden, die klein-
sten elicitoraktiven Verbindungen!!!8!,

Die Periodatoxidation des Elicitorprdparates bewirkte einen
fast vollstindigen Verlust der Aktivitit im biologischen
Test!122. Durch Reduktion mit NaBH, und anschlieBende
Sdurehydrolyse unter milden Bedingungen wurde jedoch ein
betrichtlicher Teil der Elicitoraktivitét zuriickgewonnen. Die-
ser Befund legt nahe, dafl Periodat die Elicitoraktivitdt durch
Modifizierung endstindiger Glycosylreste beseitigt hat. Die
partielle Sdurehydrolyse fiihrte zur Freisetzung neuer endstin-
diger Glycosylreste und damit zur Reaktivierung!* '8!,

Es wurden Elicitoren mit gleicher biologischer Aktivitit
aus drei unterschiedlich pathogenen Stimmen von Pms iso-
liert!!21: 1221 Apbildung 1 zeigt die Geschwindigkeit und das
Ausmal der Akkumulation von Glyceollin in Hypokotylen
der Sojabohne, die mit lebendem Myzel eines virulenten Pms-
Stammes, eines avirulenten Pms-Stammes oder den aus diesen
Stimmen isolierten Elicitoren inkubiert wurden!!?!] In allen
drei Fillen beginnt der Glyceollingehalt in den Hypokotylen
6-9 Stunden nach Inkubationsbeginn stark anzusteigen. In
der Zeit zwischen 9 und 15 Stunden setzt sich der Anstieg
in allen drei Fillen gleich stark fort. Der Befund, daB der
gereinigte Pms-Elicitor die Glyceollinsynthese in gleichem Ma-
Be wie das Pms-Myzel induziert, 146t vermuten, daB3 der Elici-
tor die Myzelkomponente ist, die von der Pflanze erkannt
wird!! 18, Der Pms-Elicitor sollte daher ein hervorragendes
Agens in einem Modellsystem zum Studium der Regulation
der Phytoalexinsynthese in der Sojabohne sein.

[=]
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Abb. 1. Akkumulation des Glyceollins (20) nach Behandlung von Hypokoty-
len der Sojabohne mit dem Pms-Elicitor oder mit lebendem Pms-Myzel.
m, Pms-Elicitor; 0, Myzel eines avirulenten Pms-Stammes; A, Myzel eines
virulenten Pms-Stammes (kann die Pflanze innerhalb von 24 h téten).

Die Biosynthese des Glyceollins (20) verlduft wahrschein-
lich iiber die zentrale Zwischenstufe der Flavonoidbiosynthese,
das Flavanon (vgl. Abb. 2 und Abschnitt 4). Induktionsversu-
che mit dem Pms-Elicitor an Zellkulturen'?*] und Kotyledo-
nen!®** 4% der Sojabohne ergaben, daf} die Bildung des Gly-
ceollins von einer starken Steigerung der Aktivitdt der Enzyme
des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels (Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL), Zimtsdure-4-Hydroxylase, 4-Cuma-
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PAL {pkat/kg) —

rat: CoA-Ligase) und der Flavanon-Synthase (FS) (abb. 2)
begleitet war. Eine gesteigerte Aktivitdt der PAL wurde sowohl
bei anderen Wirt-Parasit-Wechselwirkungen!®®-6%-124-129]
als auch in mechanisch verwundeten Pflanzengeweben, in de-
nen die Synthese von Phenylpropanverbindungen und die
Aktivitit von Enzymen des allgemeinen Phenylpropanstoff-
wechsels stimuliert wird!!24- 1301331 fegtoestellt. Diese Beob-
achtungen lieBen Zweifel aufkommen, ob die in Wirt-Parasit-
Systemen gemessenen Steigerungen der PAL-Aktivitit nicht
ganz oder teilweise durch mechanische Verwundung des Pflan-

zengewebes verursacht worden waren!' %!,

FS [nkat/kg)] —

20
151 d1s
10 10
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o
0 . 2 L1
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Abb. 2. Zeitabhingigkeit der elicitorinduzierten Anderung der Aktivititen
von Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL, ) und Flavanon-Synthase (FS,
m)in verwundeten Kotyledonen der Sojabohne. (Offene Symbole: Kontrollver-
such mit verwundeten Kotyledonen ohne Elicitor.)

Induktionsversuche mit mechanisch verwundeten Kotyle-
donen der Sojabohne zeigten jedoch, daB die Aktivitat der
Enzyme PAL und FS nur in den zusitzlich mit Pms-Elicitor
behandelten verwundeten Kotyledonen drastisch gesteigert
war (Abb. 2). Auch die Induktionsversuche mit Sojazellkultu-
ren, deren Kulturmedium der Elicitor beigemischt wurde, zeig-
ten eine von einer mechanischen Verwundung unabhingige
Steigerung der PAL-Aktivitdt und der Glyceollinakkumula-
tion!! 23],

Eine fiir die Kontrolle der Phytoalexinbildung bedeutende
Frage ist, ob die in den Sojakotyledonen durch den Pms-Elici-
tor stimulierte Glyceollinsynthese mit der gemessenen Steige-
rung der Enzymaktivititen zusammenhéidngt. Die gleichzeitige
Inkubation der Sojakotyledonen mit dem Elicitor und einem
kompetitiven Inhibitor der PAL, einem Derivat der a-Amino-
oxy-B-phenylpropionsiure!! 841 verringerte die Glyceollin-
akkumulation um ungefihr 609, wihrend die gemessenen
in-vitro-Aktivititen der Enzyme des allgemeinen Phenyl-
propanstoffwechsels denen der Proben ohne Inhibitor entspra-
chen'®*?!. Daher ist zu vermuten, daB die elicitorstimulierte
Glyceollinsynthese zumindest teilweise durch die erhohten
Aktivititen der Enzyme des allgemeinen Phenylpropanstoff-
wechsels kontrolliert wird.

Das Vorkommen polysaccharidartiger Elicitoren und deren
Wirkung auf die Phytoalexinsynthese sind nicht auf das System
Pms/Sojabohne beschriankt. Ahnliche Glucane wie die aus
Pms werden in den Winden einer grofen Anzahl von Pilzen
gefunden'®%). Glucane aus Hefe (Saccharomyces cerevi-
siae)*18] aus der Myzelwand von Colletotrichum lindemu-
thianum!*3*! und aus Phytophthora spp.*?*! stimulieren die
Phytoalexinsynthese in der Sojabohne, Bohne und Kartoffel.
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Die Vorginge, die der Wirkung des Pms-Elicitors und den
gesteigerten Aktivitidten von Enzymen des Phenylpropanstoff-
wechsels auf molekularer Ebene zugrunde liegen, sind noch
unbekannt. Es ist bemerkenswert, dal} der Pms-Elicitor die
PAL-Aktivitdt in Zellkulturen des Bergahorns (Acer pseudo-
platanus ) und der Petersilie ( Petroselinum hortense ) ebenfalls
steigert!23],

Tabak (Nicotiana spp.) bildet nach Virusinfektion eine
Reihe verschieden substituierter Zimtsduren und Benzoe-
sduren, deren Ester sowie Cumarine!!?¢13"1 und Sesquiter-
penel!?8:13%1 Nihere Angaben liber die antimikrobiellen
Eigenschaften der Zimtsidurederivate und Cumarine und
deren Bedeutung als Phytoalexine in diesem Wirt-Parasit-
System fehlen. Trotzdem sollen hier einige neuere Arbeiten
liber die nach Virusinfektion beobachtete Steigerung des
Phenylpropanstoffwechsels erwidhnt werden. In virusinfizier-
ten Bldttern, die lokale Nekrosen bilden, wurde ein starker
Anstieg der Aktivititen der PAL, Zimtsiure-4-Hydroxylase
und O-Methyltransferase beobachtet!!4?~ 1421, In diesem Fall
riihrt die erhohte Enzymaktivitdt von einer gesteigerten Syn-
thesegeschwindigkeit des Enzyms durch die Virusinfektion
her!* 23], Zu einer dhnlichen Ansicht gelangten Tanaka und
Uritani'*3? fiir die durch mechanische Verwundung in Wur-
zeln der SuBkartoffel (Ipomoea batatas) gesteigerte Aktivitit
der PAL.

4. Biosynthese und Metabolismus der Phytoalexine

4.1. Isoflavonoide

Die iiberwiegende Zahl der bisher bekannten Phytoalexine
gehort zur Gruppe der Isoflavonoide. Diese wiederum sind
eine Untergruppe der Flavonoide, iiber deren Biosynthese
umfassende Ubersichten aus neuerer Zeit existieren(*® +91,

Zum Verstindnis der folgenden Ausfiihrungen soll zunichst
der Stoffwechselweg zu den Flavonoiden skizziert werden.
Fiir die Biosynthese des Flavonoidgeriistes werden die Coen-
zym-A-Ester von 4-Hydroxyzimtsdure (4-Cumarsidure) und
Malonsidure bendtigt. Zimtsidure selbst entsteht durch Elimi-
nierung von Ammoniak aus L-Phenylalanin, katalysiert durch
PAL. Nach Hydroxylierung zur 4-Hydroxyzimtsiure kann
diese durch eine Ligase in Gegenwart von ATP und Coenzym
A zum CoA-Ester aktiviert werden. Das Enzym Flavanon-Syn-
thase (FS)!*% katalysiert dann die Kondensation von 4-Cuma-
royl-CoA mit 3 Molekiilen Malonyl-CoA zum Flavanon Na-
ringenin (45), das eine zentrale Position im Flavonoidstoff-
wechsel einnimmt (Abb. 3).

PAL Hydroxylase OH
—_— ——
- NH,®
o | I
©0,C” "NH; €0,C

©0,C
. ATP,
Ligase | coasn
OH OH
0,9
3 H;C:C
COSCoA I
Flavanon-Synthase

COAS—(IE

O

(45)

Abb. 3. Biosyntheseweg von L-Phenylalanin zum Flavanon Naringenin (45).
PAL = Phenylalanin-Ammonium-Lyase.
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Mit isotopenmarkiertem Naringenin wurde bewiesen, daB
sich Isoflavone, z.B. (46), mit dem gleichen Substitutionstyp
wie dieses Flavanon durch 1,2-Arylumlagerung aus {— )-(25)-
Naringenin bilden!>'], Die Biosynthese der 5-Desoxyisoflavo-
ne, z.B. (47 ), geht vom 4',7-Dihydroxyflavanon aus'® 2! (Abb.
4). Bisher kennt man keine Enzyme fiir die Synthese des
Dihydroxyflavanons und fiir die Umlagerung von Flavanonen
in Isoflavone.

(47)

Abb. 4. Biosynthese des Isoflavons Genistein (46 ) und des 5-Desoxyisoflavons
Daidzein (47) aus den entsprechend substituierten Flavanonen.

Einzelheiten sind {iber die Biosynthese der Pterocarpan-Phy-
toalexine in Wiesen- oder Rotklee (Trifolium pratense) be-
kannt. Nach Pilzinfektion!®* oder in Gegenwart von Schwer-
metallionen, z. B. Cu? "1°*] wird in den Keimlingen die Synthe-
se von Medicarpin (12) und Maackiain (16) induziert. Ein-
bauversuche mit !*C-markierten Vorstufen ergaben, daB3 7-Hy-
droxy-4'-methoxyisoflavon (Formononetin) (48 ), das Isofla-
von (49) und das Isoflavanon (50) schr gute Vorstufen fiir
(12), aber nicht fiir Vestitol (4) sind. Dabei ergaben die
Verbindungen (49) und (50) einen stirkeren '*C-Einbau
als (48)1°%), Aufgrund dieser Befunde wurde der in Abbildung
5 formulierte Biosyntheseweg fiir Medicarpin (12) postuliert.
Danach wird Formononetin (48) zunichst zu (49) hydroxy-
liert. (Die 2'-Hydroxylierung von Isoflavonen wurde bei Unter-
suchungen zur Biosynthese des Cumdstrols (23 ) in Phaseolus
aureus nachgewiesen!®%1)) Das Isoflavon (49 ) kénnte zum Iso-
flavanon (50 ) reduziert werden, welches durch weitere Reduk-
tion das Isoflavanol (51 ) ergibe. Abspaltung von OH™ fiihrte
zum Carbeniumion ( 52) [mesomer mit (53 )], das durch Cycli-
sierung und Protonenabspaltung in Medicarpin (12) iibergin-
ge. Durch Addition eines Hydridions an das Carbeniumion
konnte Vestitol (4) entstehen. Eine starke Stiitze fiir das
intermedidre Auftreten des Carbeniumions (52) ist die in
Luzerne (Medicago sativa) beobachtete gegenseitige Um-
wandlung von (12) und (4)!*7), die offensichtlich iiber eine
gemeinsame Zwischenstufe fiihrt. Eine Alternative zum Carbe-
niumion (52) kodnnte das Isoflaven (54) sein.

Die Stereochemie der Reduktionssequenz von (49) nach
(12) wurde mit Keimlingen von Bockshornklee (Trigonella
foenum-graecum )] untersucht, welche groBere Mengen Medi-
carpin (12) nach Behandlung mit CuCl, oder nach UV-Be-
strahlung akkumulieren'>®). Das nach Gabe des an C-2 mit
Deuterium markierten Isoflavons (49a) aus den Keimlingen
isolierte Medicarpin (12a) (Abb. 6) zeigte im *H-Kernreso-

[*] Bockshornklee ist der Hauptbestandteil der unechten Curry-Sofe, die
bei uns angeboten wird. Sie hat mit der asiatischen Curry-Mischung kaum
etwas zu tun.
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Abb. 5. Postulierter Biosyntheseweg des Isoflavons Formononetin (48) zu Medicarpin (12) und Vestitol (4).

nanzspektrum nur ein Signal bei 6 = 3.92, das Deuterium in der
6-pro-R-Position zugeordnet werden kann. Die Biosynthese
von (12 ) aus (49) verlduft demnach formal unter trans-Addi-
tion von Wasserstoff an die Doppelbindung.

Der fiir Medicarpin vorgeschlagene Biosyntheseweg ist mit
dem Biosyntheseweg fiir Cumdstrol (23) in Keimlingen!®™
oder Zellkulturen'®?! der Mungbohne ( Phaseolus aureus) zu
vereinbaren. Als unmittelbare Vorstufe fiir (23) wurde das

HO O H

o)
HO X

(49a) (12a)

Abb. 6. Stereochemie der Reduktion des 2-Deuterioisoflavons (494a) zu deute-
riertem Medicarpin (12a).

Pterocarpen (55) postuliert (Abb. 7), da diese Verbindung
leicht zum Cumdstrol oxidiert werden kann!®3!. Cuméstrol
zihlt jedoch in der Mungbohne nicht im strengen Sinne zu
den Phytoalexinen, da es bereits in gesundem Gewebe in
hoherer Konzentration vorliegt.

HO O HO, 0.0
e
= Va
O

g 0,

(55) (23)
Abb. 7. Postulierte Biosynthese von Cuméstrol (23) durch Oxidation des
Pterocarpens (53).
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Ebenfalls mit dem Biosyntheseweg fiir Medicarpin vereinbar
ist der Einbau von [*H]-Daidzein (47) in Phaseollin (18),
der in Bohnenschoten stattfindet!>®! (Abb. 8).

(47)

Abb. 8. Umwandlung von Daidzein (47 ) in Phaseollin (18 ) (durch *H-Markie-
rung nachgewiesen).

(18)

In Ubereinstimmung mit der Phytoalexintheorie konnte
bei Versuchen mit Bohnen gezeigt werden, daB die Vorstufen
fiir Phaseollin (18) nur aus der Wirtspflanze und nicht aus
den Parasiten stammen. Hierzu wurden Versuchsserien mit
'*C-markierten Sporen (aus ['*C]-Glucose) von Sclerotinia
Sructicola und mit ['*C]-Glucose-markiertem Wirtsgewebe
durchgefiihrt!®®), Der Zusammenhang zwischen der Phytoale-
xininduktion und der Aktivititssteigerung von Enzymen, die
wahrscheinlich an ihrer Synthese beteiligt sind, wurde bereits
in Abschnitt 3 besprochen.

Phytoalexine konnen von Pilzen umgewandelt und wahr-
scheinlich auch abgebaut werden. Diese Reaktionen sind mog-
licherweise eine Abwehrreaktion der Pilze gegen die Phytoale-
xine; einige dieser Stoffwechselprodukte besitzen eine geringe-
re Fungitoxizitit (vgl. auch Abschnitt 5). So wird Phaseollin
(18) durch den fiir Bohnen pathogenen Pilz Fusarium solani
zum weniger fungitoxischen Hydroxyphaseollin (56) oxi-
diert!®5-9¢1 (Abb. 9),

Weitere Reaktionen, die durch phytopathogene Pilze be-
wirkt werden, sind Hydroxylierungen von (18) zu den Produk-
ten (57) und (58 )1°*1 sowie reduktive Offnung der Benzylphe-
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nyletherbindung zum Phaseollinisoflavan (9 ) (Abb. 9) (Litera-
tur zu diesen Umsetzungen siehe 1?* und [?)). Die in Abbildung
9 gezeigten Umwandlungsprodukte konnen sehr wahrschein-
lich durch die Pilze zu einfachen Substanzen abgebaut werden,
jedoch sind Einzelheiten noch ungeklirt.

HO. O

F. solani
(18)
Stemphylium
Colletotrichum botyrosum
lindemuthianum

(57), R = H

{58), R = OH

Abb. 9. Umwandlung von Phaseollin (18 ) durch Pilze in (9 ) sowie (56 )-( 58 ).

Es sind weitere Stoffwechselprodukte von Pterocarpanen
bekannt!?* 2%!. Kiirzlich konnte die Umwandlung von Kievi-
ton (10) in das Produkt (59) durch Fusarium solani gezeigt
werden, die formal einer Wasseranlagerung entspricht (Abb.
10)1671,

HO
HO o HO e}
( . soani O OH
OH O OH O O
OH OH
(10) (59)

Abb. 10. Hydroxylierung von Kieviton (10) durch Fusarium solani zu (59).

Der Stoffwechsel von Phytoalexinen ist nicht auf phytopa-
thogene Pilze beschrinkt. Septoria nodorum und andere nicht-
pathogene Pilze fiir die Bohnenpflanze kdnnen Phaseollin (18)
zum weit weniger toxischen cis- und trans-12,13-Dihydrodihy-
droxyphaseollin (60) umsetzen (Abb. 11}°%). Demnach kann

HO. HO,

(18)
(60)

Abb. 11. Hydroxylierung von Phaseollin (18) durch Fusarium solani zu
(60).

der Unterschied zwischen pathogenen und nicht-pathogenen
Pilzen zumindest in diesen Fillen nicht auf deren Vermogen
zum Abbau von Phytoalexinen beruhen.
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4.2. Sesquiterpene, Furanoterpenoide

Hier sollen nur diejenigen Versuche besprochen werden,
die Besonderheiten der Biosynthese aufgezeigt haben, aber
nicht die Beweise fiir die Herkunft dieser Verbindungen aus
dem allgemeinen Isoprenstoffwechsel'>% 23,

Die Biosynthese von Capsidiol (25) wurde durch Injektion
von markierten Vorstufen in Paprikaschoten (Capsicum an-
nuum ), die mit Sporensuspensionen von Monilinia fructicola
behandelt waren, untersucht!”®, Nach Gabe von [1,2-1*C,]-
Acetat konnten im '3C-NMR-Spektrum von (25) 3C-13C-
Kopplungen zwischen C-1/C-2; C-4/C-14; C-5/C-6; C-7/C-8
und C-11/C-12 beobachtet werden. Dagegen fehlte eine Kopp-
lung zwischen C-5 und C-15, womit bewiesen war, daB3 diese
beiden C-Atome nicht der gleichen C,-Einheit entstammen.
Dieser Befund ist im Einklang mit der Hypothese, dal} sich
das Eremophilanskelett von (25) aus dem Eudesmangeriist
(61) durch Wanderung einer Methylgruppe von C-10 nach
C-5 bildet (Abb. 12). Der fiir die Umwandlung von Farnesylpy-
rophosphat zu Eremophilenen postulierte Reaktionsweg ist
im unteren Teil von Abbildung 12 dargestellt.

_

Abb. 12. Biosynthese von Capsidiol (25) aus dem Eudesmangeriist (61)
durch Methylwanderung von C-10 nach C-5. Unterer Teil: postulierter Reak-
tionsverlauf.

Uber die Biosynthese des Rishitins (24) in Kartoffeln sind
mehrere Arbeiten erschienen!2® 2371731 nach deren Ergeb-
nissen der in Abbildung 13 formulierte Biosyntheseweg postu-
liert wurde. Als Zwischenprodukte werden die Vetispiraverbin-
dungen lIsolubimin, Lubimin (26) und 4-Hydroxylubimin
(27) vorgeschlagen, die ebenfalls als Phytoalexine in infizierten
Kartoffeln vorkommen (Tabelle 1).

e} CH,OH H CHO
o — —_—
X AN /]\
(62) (63) (26)
HO CHO HO
—_— —_—
HO HO =
(24)

X
(27)
Abb. 13. Postulierte Biosynthese von Rishitin (24 ) aus dem Spirovetivadienon
(62). Bei der Umwandlung von 4-Hydroxylubimin (27) in (24) geht
C-15(—CHO) verloren [72].
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Beim Vergleich des Einbaus von !*C-markiertem Acetat
und Mevalonat in Rishitin (24) wurde bei resistenten Kartof-
felsorten ein bis zu 5.9fach hoherer Einbau als bei anfdlligen
Kartoffelsorten gefunden!”?l.

Die Aktivitdtsinderung der Enzyme, die an der Biosynthese
des Isopentenylpyrophosphats beteiligt sind, wurde nach In-
fektion des Wurzelgewebes der SiiBkartoffel (Ipomoea batatas)
durch Sporen des Pilzes Ceratocystis fimbriata untersucht.
Abbildung 14 zeigt den Anstieg der Aktivitat der 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-Redukta-
se) nach Infektion. Diesem Anstieg folgt eine Zunahme der
Furanoterpenoide wie [pomeamaron (30)!7#). In nur verwun-
detem, aber nicht infiziertem Gewebe nimmt dagegen weder
die Enzymaktivitit noch der Gehalt an Furanoterpenoiden
zu. Die Verhiltnisse sind daher sehr dhnlich wie bei der Induk-
tion der Glyceollinbildung in Sojakeimblittern (siehe Abb.
2).

l[] 61 124
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Abb. 14. Anderung in der Aktivitit der HMG-CoA-Reduktase (o —0) und
im Terpengehalt (¢ —e) nach Infektion des Wurzelgewebes der SiiBkartoffet
durch Sporen des Pilzes Ceratocystis fimbriata. (Gestrichelte Kurven: Kon-
trollversuch mit verwundetem, nicht infiziertem Gewebe.)

Ob die HMG-CoA-Reduktase das geschwindigkeitsbestim-
mende Enzym der Furanoterpenoidsynthese ist — wie bei der
Biosynthese des Cholesterins in Rattenleber!’®! — ist nicht
bekannt. Ein Aktivititsanstieg weiterer Enzyme des Weges
vom Mevalonat zum Isopentenylpyrophosphat, z. B. der Pyro-
phosphomevalonat-Decarboxylase, wurde nach Infektion in
der SiiBkartoffel beobachtet!”®],

w - 3 i

|
0 @) o Y on

(30) (64)

Abb. 15. Oxidation von Ipomeamaron (30) zu 4-Hydroxymyoparon (64)
durch SiiBkartoffeln.

Durch SiiBkartoffelscheiben, die mit HgCl, behandelt wa-
ren, wird Ipomeamaron (30) zu 4-Hydroxymyoparon (64)
oxidiert!”) (Abb. 15). (64) kann durch den fiir SiiBkartoffeln
pathogenen Pilz Fusarium solani zu lungentoxischen Metabo-
liten umgewandelt werden!®%),

5. Rolle der Phytoalexine als Abwehrstoffe

Zahlreiche neuere Abhandlungen haben sich mit der Bedeu-
tung der Phytoalexine fiir die Resistenz von Pflanzen gegeniiber
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Krankheiten befaBt!22 23.24.47,90a.143,144] 1y dijesem Aufsatz
wird nur auf einige wesentliche Beobachtungen und Hypothe-
sen eingegangen.

Phytoalexine, vielfach mehrere Verbindungen #hnlicher
Struktur, werden nicht nur als Antwort einer Pflanze auf
eine Infektion, sondern z. B. auch auf Kiltereize oder UV-Be-
strahlung gebildet; sie sind auch keine spezifischen Toxine.
Spezifitit bestcht dagegen in den Reaktionsweisen der Pflanzen
(Anfilligkeit oder Resistenz) in bestimmten Wirt-Parasit-Kom-
binationen["].

Ehe die Rolle der Phytoalexine als Abwehrstoffe beurteilt
werden kann, miissen folgende Fragen beantwortet werden:

a) Werden die Phytoalexine in hinreichender Menge und
in angemessener Zeit gebildet, um den beobachteten Stillstand
im Wachstum des Parasiten zu erkldren?

b) Treten die Phytoalexine an den Stellen innerhalb der
Pflanze auf, an denen sie mit dem Mikroorganismus in Kontakt
treten konnten?

¢) Gibt es Anzeichen einer Wechselwirkung zwischen Phy-
toalexin und Mikroorganismus?

d) Spielen andere Mechanismen in der Auseinandersetzung
zwischen Wirt und Parasit eine Rolle, die die Ausbreitung
des Parasiten beeintrichtigen kdnnten, bevor die Phytoalexine
wirksam werden?

Das biologische Wirkungsspektrum der Phytoalexine ist
sehr intensiv untersucht worden. Bei den allgemein gebriduch-
lichen Biotests nutzt man besonders ihre fungitoxische Aktivi-
tdat auf Sporenkeimung, Keimschlauchwachstum, radiales My-
zelwachstum auf festem Nihrmedium oder die Akkumulation
von Pilzmyzel in fliissiger Kultur. Phytoalexine aus der Gruppe
der Isoflavonoide, Terpenoide und Polyacetylene hemmen in
den genannten Tests in Konzentrationen von 10~ ° bis 5 x 10™#
mol/l eine groBe Anzahl von pathogenen und nicht-pathoge-
nen Pilzen!®!- 145~ 149.188] Lgwyrden fungistatische und fungi-
zide, in einigen Fillen auch antibakterielle Eigenschaf-
ten!!18: 1541891 der Phytoalexine gefunden. Hoch, VanEtten
und Matthews!'®!T untersuchten cytologische Verinderungen
an Zoosporen von Aphanomyces euteiches, die einer Losung
von Phaseollin (18) ausgesetzt wurden. Abbildung 16 gibt
einen Eindruck von der Wirkung dieses Phytoalexins auf die
Zoosporen.

Die in vitro gemessenen fungitoxischen Eigenschaften kon-
nen jedoch in Abhéngigkeit von den Testbedingungen stark
variieren!! 30~ 1531881 ynd die Ableitung der in-vivo-Aktivitit
der Phytoalexine aus diesen Daten ist nur schwer moglich.
In vielen Fillen sind pathogene Pilze unempfindlich gegeniiber
den Phytoalexinen ihres Wirtes, wihrend nicht-pathogene Pil-
ze gegeniiber denselben Phytoalexinen empfindlich
sind!!2-145.152.155.156,188) F¢ werden aber auch Ausnahmen
von dieser Beziehung zwischen Pathogenitit eines Pilzes und
Phytoalexinunempfindlichkeit ~ beschrieben!®!107:156-159]
Als Voraussetzung fiir die Pathogenitiit eines Pilzes gegeniiber
einer bestimmten Pflanze kann daher nicht die in vitro gefunde-
ne Toleranz des Pilzes gegeniiber dem/den Phytoalexin(en)
dieser Pflanze gelten. Die in-vitro-Toleranz von Pilzen gegen-
liber Phytoalexinen konnte mit der Fahigkeit der Pilze, Phyto-

{*] Die Kombination oder Wechsetwirkung zwischen der Wirtspflanze und
dem pathogenen Organismus wird als vertriglich (,compatible®) bezeichnet,
wenn der Wirt anfillig und der pathogene Organismus virulent ist. Dement-
sprechend nennt man die Kombination unvertraglich (,incompatible”), wenn
der Wirt resistent und der pathogene Organismus avirulent ist {95].
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Abb. 16. Wirkung von Phaseollin (18 ) auf Zoosporen des Bodenpilzes A phano-
myces euteiches, eines Erregers der Wurzelfdule bei der Erbse. A) Zwei ency-
stierte Zoosporen und eine nicht-encystierte Zoospore. Man erkennt den
Zellkern (N) und einige Organellen (Kontrolle). B) Encystierte und nicht-ency-
stierte Zoospore nach 5 min Behandlung mit ungefdhr 10~* mol/l Phaseollin.
Man beobachtet in beiden Fillen eine stark degenerative Verinderung der
Feinstruktur und Aufldsung der geordneten Zellkompartimentierung. Die
Form der encystierten Zoospore bleibt erhalten, da die Sporenwand nicht
zerstort wird (VergroBerung: 25000fach. H. C. Hoch, H. D. VanEtten und
P. S. Matthews, unverdllentlicht).

alexine in nicht toxische Verbindungen umzuwandeln, zusam-
menhingen (sieche Abschnitt 4).

Die in-vivo-Situation in einem Wirt-Parasit-System wird
von zahlreichen Faktoren beeinflufit. Besonderes Interesse fan-
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den Systeme aus mehreren Varietdten (Sorten) einer Wirts-
pflanze und mehreren unterschiedlich pathogenen Stimmen
eines Mikroorganismus, in denen einige Varietiten der Wirts-
pflanze anfillig und einige resistent sind (varietitsspezifische
Resistenz). Die Resistenzreaktion ist in derartigen Systemen
hiufig von der Uberempfindlichkeitsreaktion begleitet, in de-
ren Verlauf es zum schnellen Tod einiger Zellen am Ort des
infizierten Pflanzengewebes und zur Bildung von Abwehrne-
krosen sowie zur Akkumulation von Phytoalexinen kommt.
Beispiele fiir solche Wirt-Parasit-Kombinationen sind Systeme
aus mehreren Stimmen des Pilzes Colletotrichum lindemu-
thianum und Varietiten der Bohne (Phaseolus vulgaris), des
Pilzes Phytophthora megasperma var. sojae (Pms) und der
Sojabohne (Glycine max ) sowie des Pilzes Phytophthora infe-
stans und der Kartoffel (Solanum tuberosum )!23:150.158.160~
163.169  Obwohl die Stimme der Krankheitserreger etwa
gleich empfindlich gegeniiber den Phytoalexinen ihrer Wirte
sind!130-158: 1601 ynd die Varietiten der Wirte dieselben Phy-
toalexine bilden!23-130-169] gind einige Varietiten der Wirts-
pflanze anfillig, andere resistent.

Dieses unterschiedliche Verhalten konnte darauf beruhen,
daf3 die Photoalexinsynthese nach verschieden langer Anlauf-
zeit beginnt, mit unterschiedlicher Geschwindigkeit verlduft
und zu unterschiedlichen Konzentrationen fiihrt. Einige
Beobachtungen zeigten, dafl in unvertrdglichen Kombi-
nationen von Wirtssorten und Parasitstimmen (d.h. bei
Resistenz) hohe Konzentrationen an Phytoalexinen schnel-
ler gebildet wurden als in vertriglichen!!30:158,160.164.169]
Phaseollin (18) und verwandte Verbindungen wurden in Hy-
pokotylen der Bohne, nachdem bei unvertréglichen Kombina-
tionen mit C. lindemuthianum die Uberempfindlichkeitsreak-
tion eingesetzt hatte, in Konzentrationen akkumuliert, welche
die zur Hemmung des Keimschlauchwachstums in vitro
bendtigten Konzentrationen weitaus iiberstiegen!!30-160-164]
Die Akkumulation des Phaseollins und das Auftreten von
nekrotischen Zellen war mit einer Begrenzung des Pilzwachs-
tums in den Hypokotylen verbunden!!®%). Nach diesen Befun-
den wird es fiir wahrscheinlich gehalten, daB3 die Phytoalexine
das Pilzwachstum in nekrotischen Zellen der Bohnenhypoko-
tyle stoppen, aber es wird auch eingerdumt, daf3 die Phytoalexi-
ne mit den Keimschlduchen von C. lindemuthianum niemals
oder erst zu spdt in Beriihrung kommen konnten, um das
Wachstum zu begrenzen'**. Wenn die in vitro charakterisier-
ten Metabolite der Phytoalexine durch Pilze auch in vivo
nachgewiesen werden konnen, so wird allerdings die Annahme
gestiitzt, daB die in die Pflanze eindringenden Pilze mit deren
Phytoalexinen in Kontakt kommen!??.

Sorgfdltige Untersuchungen auf zellulirem Niveau iiber den
Ort der Akkumulation und die Ausbreitung der Phytoalexine
im Vergleich zur Ausbreitung des eindringenden Mi-
kroorganismus konnten diese Probleme ebenfalls kldren hel-
fen. Kurze Zeit nach dem Eindringen der Keimschlduche von
Botrytis cinerea in Blattzellen der Saubohne (Vicia faba ) wur-
den die durchdrungenen Zellen sowie die Zellen in unmittelba-
rer Nachbarschaft nekrotisch, so dall nekrotische Flecken
auf den Bldttern innerhalb eines Tages nach dem Beimpfen
entstanden. B. cinerea blieb normalerweise in seiner Ausbrei-
tung auf diese ersten lokalen Nekrosen beschriankt!!¢¢l. Durch
Fluoreszenz-Mikrospektroskopie konnte gezeigt werden, da3
der Vakuoleninhalt in lebenden Zellen in der Nachbarschaft
nekrotischer Zellen dhnliche spektrale Eigenschaften wie die
isolierten Phytoalexine Wyeron (34 ) und Wyeronsdure (33)

Angew. Chem. 90, 668-681 (1978 )



hatte, die in dem von B. cinerea infizierten Gewebe inner-
halb von zwei Tagen zu hohen Konzentrationen akkumulier-
ten[149, 167].

Vergleichende Untersuchungen an Gewebediinnschnitten
iiber das Hyphenwachstum von P. megasperma var. sojae (Pms)
und die lokale Akkumulation von Glyceollin (20) in der
Umgebung sich ausbreitender Hyphen ergaben, daB in resi-
stenten Sojahypokotylen die Phytoalexinkonzentration die in-
vitro-Werte fiir die Hemmung des Pilzwachstums bereits iiber-
schritten hatte, als das Pilzwachstum in den Sojahypokotylen
aufhorte!! 7®1, Ahnliche Befunde wurden an Paprikafriichten
(Capsicum frutescens) durch Bestimmung des Gehaltes an
Capsidiol (25) und Ultrastrukturuntersuchungen gewonnen.
Demnach waren in unvertriaglichen Wirt-Parasit-Kombinatio-
nen die Geschwindigkeit und Menge der Capsidiolbildung
mehr als hinreichend, um die Infektion zu begrenzen!7®~ 182,
Paprika ist jedoch vielleicht ein Sonderfall; durch Ultrastruk-
turuntersuchungen an Paprikazellen konnte eine vertrigliche
von einer unvertraglichen Wechselwirkung bereits 4h nach
dem Inokulieren mit Phytophthora capsici unterschieden
werden; der Pilz hatte die Zellwand noch nicht durchdrun-
gen und war noch nicht mit dem Cytoplasma der Wirtszel-
le in Kontakt getreten!!”®1831 Es erscheint moglich, da3
die Phytoalexinbildung in Paprika ein sekundirer Effekt ist
und die Spezifitit in diesem System mit dem frithen Stadium
der Uberempfindlichkeit oder einem bisher unbekannten Fak-
tor verkniipft ist!®%2],

Die Experimente mit den Elicitoren der Phytoalexinsynthese
haben gezeigt, daB diese nicht die Varietiitsspezifitdt im Pms-
Sojabohne-System bestimmen kénnen. Die aus virulenten und
avirulenten Pms-Stimmen isolierten Elicitoren sowie das le-
bende Myzel dieser Stimme besalen in allen Tests vergleichba-
re Fihigkeiten, die Glyceollinsynthese in Hypokotylen und
Kotyledonen der Sojabohne zu induzieren (Abb. 1)t'?!). Diese
Resultate zeigen, daB Unterschiede in der Geschwindigkeit
der Glyceollinakkumulation wahrscheinlich nicht die Resi-
stenz oder Anfilligkeit von verschiedenen Varietiten der
Sojabohne gegeniiber den Pms-Stimmen erkléren.

Andere Befunde zeigen jedoch, daB die Elicitoren eine Be-
deutung fiir die Resistenz haben. Sojapflanzen konnen vor
einem virulenten Pms-Stamm geschiitzt werden, wenn der
Elicitor 6 h vor dem Inokulieren mit dem Myzel des virulenten
Stammes auf die Hypokotyle gegeben wird. Der Elicitor kann
die Sojapflanze aber nicht schiitzen, wenn man ihn gleichzeitig
mit dem virulenten Pms-Stamm appliziert. Es ist nicht bekannt,
wie der virulente Stamm die hemmende Wirkung des Glyceol-
lins umgehen kann. Das verbreitete Vorkommen der Elicitoren
in der Naturt??-118.1351 ynd ihre biologische Wirkung deuten
auf eine Allgemeingiiltigkeit des Elicitorkonzeptes hin!1'®),

Die Fihigkeit, Phytoalexine zu synthetisieren, scheint eine
verbreitete und wirkungsvolle Mafnahme der Pflanze zu sein,
um sich gegen nicht-pathogene Mikroorganismen zu verteidi-
gen. Wie an den Beispielen der varietitsspezifischen Resistenz
(oder Anfilligkeit) gezeigt, scheint die Phytoalexinbildung aber
fiir den Schutz von Pflanzen gegeniiber virulenten Stammen
von Mikroorganismen sowie allgemein gegen pathogene Mi-
kroorganismen nicht auszureichen. Bisher ist nicht bekannt,
welche Faktoren die Spezifitit des Parasitismus bei Pflanzen
bewirken. Frithere Berichte, dal3 die Pms-Elicitoren der Phy-
toalexinsynthese Determinanten der Stammesspezifitit
sind!1%8) stehen im Widerspruch zu den hier diskutierten
Befunden!''®),
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Im folgenden soll angedeutet werden, wie es pathogenen
Organismen moglich sein konnte, die toxischen Effekte der
Phytoalexine zu umgehen. Die Uberfiihrung der Phytoalexine
durch die Mikroorganismen in weniger toxische Produkte
wurde schon in Abschnitt 4 besprochen. Eine andere Moglich-
keit geht davon aus, daB die Unempfindlichkeit gegeniiber
Phytoalexinen eine Rolle fiir die Pathogenitidt einiger Mi-
kroorganismen spielt. In beiden Fillen ist unbekannt, ob die
Pathogenitit des Parasiten bei Verlust der Fihigkeit, die Phy-
toalexine der Wirtspflanze zu metabolisieren, bzw. bei Verlust
der Unempfindlichkeit bestehen bliebe. SchlieBlich konnten
die Phytoalexine wirkungslos bleiben, weil ein pathogener
Organismus wihrend seiner Ausbreitung in der Pflanze mit
ihnen nicht in Kontakt kommt.

Aullerdem koénnte der pathogene Organismus die Pflanze
daran hindern, Phytoalexine zu synthetisieren. Es miifte unter-
sucht werden, ob Phytotoxine, die von pathogenen Mi-
kroorganismen gebildet werden!!727174] als Effektoren fiir
einen derartigen Mechanismus in Frage kommen. Andere
Moglichkeiten, die Phytoalexinsynthese zu unterdriicken, wi-
ren die Inhibierung der Elicitorwirkung durch kompetitive
Faktoren!!'??! oder die Inaktivierung der Elicitoren, bevor
sie ihren Wirkort an der Pflanzenzelle erreichen. In die Litera-
tur eingegangene Begriffe wie ,,induction of susceptibility“i! 7]
oder , suppression of hypersensitive response and phytoalexin
accumulation“* 79! bediirfen der genaueren Analyse ihrer Be-
deutung auf molekularem Niveau.

6. Ausblick

Phytoalexine besitzen ein breites Wirkungsspektrum gegen
eine groBe Anzahl von Pilzen und auch gegen einige Bakterien
und Viren. Uber ihre Bedeutung fiir die Krankheitsresistenz
von Pflanzen gibt es noch keine allgemein akzeptierte Mei-
nung. Die Fahigkeit zur Phytoalexinsynthese scheint eine wir-
kungsvolle Moglichkeit zu sein, mit der Pflanzen das Wachs-
tum nicht-pathogener Mikroorganismen begrenzen kénnen.
Dagegen ist der Beitrag der Phytoalexine fiir Systeme mit
varietitsspezifischer Resistenz, in denen die Wechselwirkungen
von Wirt und Parasit durch genetische Komponenten genau
kontrolliert werden!®>), noch nicht geklart.

Die Induzierbarkeit der Phytoalexinsynthese ist ein interes-
santes Objekt fiir Untersuchungen iiber Regulationsmechanis-
men des pflanzlichen Stoffwechsels. Es sollten definierte Elici-
toren verwendet werden, um die mogliche Beteiligung von
Induktor-Rezeptor-Wechselwirkungen und die als deren Folge
ausgelosten Reaktionen bei der Umsteuerung des Stoffwech-
sels aufkliren zu konnen. Die im Zusammenhang mit der
Stimulierung des pflanzlichen Sekundirstoffwechsels auftre-
tenden Fragen nach den Vorgidngen auf molekularer Ebene
haben grundsitzliche Bedeutung fiir das Verstindnis der Gen-
expression in eukaryotischen Zellen!!#%!, Elicitoren konnten
in Zukunft auch eine praktische Anwendung fiir den ,,induzier-
ten Schutz* von Pflanzen vor Krankheiten finden. Die verschie-
denen Naturstoffgruppen zugehtrenden Phytoalexine mégen
schlieBlich Anregungen fiir die Konzeption neuartiger umwelt-
freundlicher Pestizide liefern.

Unsere Arbeiten wurden durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (SFB 46) und den Fonds der Chemischen Industrie
gefordert. Wir danken Prof. G. Drews fiir die kritische Durchsicht
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des Manuskriptes. Weiterhin danken wir Prof. H. D. VanEtten
fiir die beiden elektronenmikroskopischen Aufnahmen.
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