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The production of C¢-wound gases by cultivated and
wild tomato plants (Lycopersicon esculentum Mill., L.
hirsutum Humb. et Bonpl., L. peruvianum (L.) Mill., L.
pimpinellifolium Mill., L. glandulosum C. H. Muller) and
the tree tomato (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn.) was
investigated. The genuine mixture of compounds and the
single compounds showed antifungal properties against the
phytopathogenic fungi Borrytis cinerea Pers., Rhizoctonia
solani Kihn, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.)
Snyder & Hansen, Didymella lycopersici Kleb. and Clado-
sporium fulvum Cooke.

Auf Verwundung reagieren Pflanzen mit zahl-
reichen metabolischen Verdnderungen: z.B. nimmt
die Atmungsintensitdt zu (Wundatmung), die Pro-
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teinsynthese wird aktiviert, phenolische Komponen-
ten werden vermehrt gebildet und fliichtige Stoffe
freigesetzt. Diese liegen zum Teil bereits fertig
synthetisiert vor, wie die meisten dtherischen Ole,
die bei Verletzung des Pflanzengewebes nur aus den
dabei zerstorten Exkretbehéltern verdampfen.

Andere fliichtige Substanzen hingegen werden
nach mechanischer Verletzung von Pflanzengewebe,
zum Teil auf unterschiedlichen Biosynthesewegen,
erst neu gebildet [I1—=7] und anschlieBend an die
Umgebung abgegeben (“Wundgase”). Dazu geho-
ren auch die Cg-Wundgase, die bei Verwundung
von Pflanzenzellen aus Linolsdure bzw. Linolen-
sdure entstehen (Abb. 1). Diese mehrfach ungesit-
tigten Fettsduren werden aus Lipiden der Mem-
branen freigesetzt und durch Katalyse von Enzymen,
die bei Zellzerstorung dekompartimentiert werden,
oxidativ gespalten. Dabei werden die fliichtigen
Verbindungen n-Hexanal und »n-Hexanol bzw. cis-3-
Hexenal, cis-3-Hexenol, rrans-2-Hexenal und trans-
2-Hexenol gebildet [3, 8].

Pflanzen konnen, z.B. durch Insektenfraf3, Pilz-
befall, Kultur- und ErntemaBnahmen oder durch
Sturm und heftige Regengiisse verwundet werden.

Uber die Funktion der dabei entstehenden Wund-
gase, insbesondere im Zusammenhang mit Pflanzen-
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Abb. 1. Schema zur Biosynthese der C4-Wundgase.
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krankheiten. die durch Pilze verursacht werden, ist
noch recht wenig bekannt [9—11]. Da gerade Wun-
den von vielen Krankheitserregern als bevorzugte
Eintrittswege in die Wirtspflanze benutzt werden,
wiirde eine Schutz- und Abwehrfunktion der Wund-
gase gegen angreifende Pathogene einen wesentli-
chen Uberlebensvorteil fiir die Pflanze bieten.

In den vorliegenden Untersuchungen soll iiber die
Produktion pflanzlicher C4-Wundgase durch ver-
schiedene Kultur- und Wildtomatenpflanzen (Lyco-
persicon esculentum Mill., L. hirsutum Humb. et
Bonpl., L. peruvianum (L.) Mill., L. pimpinellifolium
Mill., L. glandulosum C. H. Muller) und Baumtoma-
ten (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn.) berichtet
werden und die Wirkung dieser Wundgase auf
einige an den betreffenden Pflanzen vorkommende
Pilze dargestellt werden.

Zur Gewinnung der Wundgase wurden die Ver-
suchspflanzen — differenziert in Blattspreiten, Blatt-
stiele und SproRabschnitte — in ca. 1cm? groBe
bzw. 1cm lange Stiicke zerschnitten und einer
Kreislauf-Wasserdampfdestillation [12] unterworfen.

Die Identifizierung der einzelnen Wundgaskom-
ponenten erfolgte gaschromatographisch (Glaska-
pillarsiule, Linge 22 m, WG 11 und gepackte V,A-
Stahlsdule, Lange 4 m, 3% SE 30) sowie massen-
spektrometrisch mittels GC-MS-Kopplung (Hitachi
Perkin-Elmer RMU-60 Mass Spectrometer, direkte

Kopplung, Ionisierungsenergie 70 eV, 180 °C, Glas-
kapillarsdule, Lange 25 m, WG 11).

Die Wundgasanalysen ergaben folgendes:

Frische, unzerkleinerte Gesamtpflanzen wiesen keine
fliichtigen C4-Verbindungen auf. Direkt nach Zer-
kleinerung produzierten alle Pflanzenteile der ver-
schiedenen Versuchspflanzen trans-2-Hexenal als
Hauptkomponente, in geringeren Mengen auf3er-
dem n-Hexanal und cis-3-Hexenol, wiahrend n-
Hexanol und rrans-2-Hexenol nicht oder nur in Spu-
ren auftraten (Tab. I).

Um zu priifen, wie sich die Gesamtkonzentration
und der Anteil der einzelnen Wundgaskomponenten
vom Zeitpunkt der Wundreizung an verdndern,
wurde das zerkleinerte Pflanzenmaterial fir unter-
schiedliche Zeitdauer (5, 10, 15, 30, 60 min, 19,
20 Std.) im verschlosseneri Destillationskolben ste-
hengelassen und anschlieBend analysiert. Diese Un-
tersuchungen zeigten: nach einer anfanglichen lag-
Phase von 5 min stieg die Wundgasproduktion rasch
an (Maximum nach 10 min) und fiel in der Folge-
zeit kontinuierlich bis auf Spuren ab (nach 19—
20 Std). Die Konzentration der Alkohole nahm da-
bei infolge Reduktion bzw. Isomerisierung aus den
korrespondierenden Aldehyden zu, die Konzentra-
tion der Aldehyde entsprechend ab (Abb. 2).

Vergleichbare Pflanzenteile (Blattspreiten, Blatt-
stiele, SproBachsen) der verschiedenen Pflanzen

Tab. I Bildung von C4-Wundgasen durch Blattspreiten von Kultur-, Wild- und Baumtomaten (12 Wochen alte Gewichs-
hauspflanzen) nach Zerkleinerung und sofortiger Analyse (siehe Text).

Testpflanze Gehalt an C4-Wundgaskomponenten (in rel. Fe?/g Blattspreiten-Frischgewicht)
trans-2-Hexenal n-Hexanal  cis-3-Hexenol n-Hexanol  rrans-2-Hexenol

Kulturtomaten:
Lycopersicon esculentum cv.

Rheinlands Ruhm 1611 (£ 20) 234 (£ 6) 93 (% 3) 0 0

Vetomold 1386 (£ 18) 148 (% 3) 87 (x2) 0 0

Leafmould 1328 (£ 15) 140 (£ 5) 81 (% 3) 0 0

V2l 1129 (£ 16) 118 (£ 3) 72(E 1) 0 0

Hellfrucht 994 (£ 19) 110 (= 4) 78 (£ 2) 0 0

Moneymaker 876 (£ 17) 93 (£ 2) 76 (£ 2) 0 0

R 59 876 (£ 15) 90 (= 1) 71 (1) 0 0

V473 784 (£ 13) 93(x 1) 70 (£ 2) 0 0
Wildtomaten:
Lycopersicon pimpinellifolium 2371 (£ 21) 110 (= 3) 103 (£ 95) 0 0
Lycopersicon hirsutum 1888 (£ 19) 121 (£ 2) 94 (£ 4) 0 0
Lycopersicon glandulosum 879 (x 16) 138 (£ 4) 75 (£ 2) 0 0
Lycopersicon peruvianum 777 (£ 11) 201 (£ 5) 67 (£ 2) 0 0
Baumtomate:
Cyphomandra betacea 805 (= 16) 102 (£ 4) 49 (£ 1) 0 0

* Fe = Flacheneinheiten der detektierten Gaschromatogramm-peaks.
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produzierten nahezu gleiche absolute Mengen an
Cs-Wundgasen. Dabei wiesen stets die Blattspreiten
die hochsten Konzentrationen mit dem grof3ten
Anteil ungesittigter Verbindungen auf.

Die Wirkung der identifizierten Cs-Wundgase

wurde an folgenden Testpilzen untersucht:
Botrytis cinerea Pers. (4 Isolate), Rhizoctonia solani
Kithn (2 Isolate), Fusarium oxysporum, f. sp. lyco-
persici (Sacc.) Snyder & Hansen (2 Isolate), Didy-
mella lycopersici Klebahn (1 Isolat) und Clado-
sporium fulvum Cooke (3 Isolate).

Nachdem in Vorversuchen festgestellt worden
war, daB3 fliichtige Substanzen aus zerkleinerten
Pflanzen wesentlich stdarker antimykotisch wirkten
als aus unverletzten und daB der Zerkleinerungs-
grad direkt mit der pilzhemmenden Aktivitat korel-
lierte, wurden Agarplatten-Pilzkulturen sofort nach

Beimpfung mit Myzelstiicken (& 0,5 cm) oder Spo-
ren (Dichte 50/mm?) den Dampfen der einzelnen
Wundgaskomponenten ausgesetzt. Dazu wurden die
flichtigen, bei Zimmertemperatur fliissigen Verbin-
dungen als Reinsubstanzen (nach vorheriger gas-
chromatographischer Uberpriifung) mit einer Mi-
kroliterspritze auf Rundfilter in den Petrischalen-
deckeln appliziert [11], die Schalen einzeln versie-
gelt, um das Abdampfen der Substanzen zu ver-
hindern, und bei 22 °C im Dauerdunkeln kultiviert.
Der durch die Versiegelung begrenzte Sauerstoff-
vorrat in den Schalen beeinfluBBte in der Versuchs-
zeit (5 Tage) nicht die Sporenkeimung und das
Myzelwachstum der Pilze, wie Kontrollversuche
zeigten.

Von den getesteten Wundgaskomponenten besald
trans-2-Hexenal bei weitem die hochste antimyko-
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Tab. II. Minimale Hemmstoffkonzentrationen (MHK) fiir das lineare Oberflichenmyzelwachstum der Pilze Borrytis
cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Didvmella lvcopersici  und Cladosporium fulvum nach
gasformiger Einwirkung der Cg;-Wundgaskomponenten trans-2-Hexenal, n-Hexanal, n-Hexanol, rrans-2-Hexenol und
cis-3-Hexenol. (Ndhrmedium Biomalz-Agar 2%, Inokulum-Alter 7 Tage, Kulturdauer 5 Tage. 22 °C, Dauerdunkel.) Die

Substanzen wirken bei ihren MHK alle fungizid.

MHK (in pl/Petrischale 9 cm &) fiir das lineare Oberflichenmyzelwachstum

Testpilze Anzahl Wundgaskomponenten

der

Isolate trans-2-Hexenal ~ n-Hexanal n-Hexanol trans-2-Hexenol  cis-3-Hexenol
Botrytis cinerea 4 0,6 (= 0,0) 6 (£02) 10 (£ 0.2) 10 (£ 0.,5) 20 (£ 0.5)
Rhizoctonia solani 2 0,8 (£0,2) 10 (£ 0,3) 10 (£ 0,5) 8(+x04) 17 (£ 0,6)
Fusarium oxysporum 2 1,0 (£ 0,1) 16 (£ 0,2) 12 (£ 0,3) 10 (£ 0,4) 23 (% 0,3)
f. sp. lycopersici
Didymella lycopersici 1 1,5(£0,1) 10 (£ 0,2) 12 (£ 0,5) 12 (£0,5) 17 (£ 0,4)
Cladosporium fulvum 3 1,5S(x0,1) 12 (£ 0,4) 12 (£ 0,3) 14 (£ 0,6) 20 (£ 0,5)

tische Aktivitat (vgl. Tab. II). Diese hohe Wirk-
samkeit ist kennzeichnend fir zahlreiche weitere
o, f-ungesittigte Aldehyde und beruht auf der reak-
tionsfahigen Doppelbindung in Konjugation zur
Aldehydgruppe [13—18].

Die verschiedenen Pilz-Arten wiesen gegen die
Wundgaskomponenten unterschiedliche Empfind-
lichkeiten auf (Tab. II). Auch Sensitivititsunter-
schiede zwischen einzelnen Isolaten einer Art traten
auf, diese Abweichungen iiberschritten aber nicht
die Variationsbreite gleicher Behandlungen einer
Art.

Fir die zum Wirkungstest verwendeten Reak-
tionskriterien (Sporen-Keimschlauchwachstum, My-
zeltrockengewichtsproduktion und lineares Oberfla-
chenmyzelwachstum) waren fiir alle Pilze gleicher-
maBen folgende Sensitivitdtsabstufungen festzustel-
len:

Hohe
Sensitivitat

Geringe
Sensitivitdt

lineares Ober-
flichenmyzel-
wachstum

Keimschlauch- x Myzelgewichts-
wachstum / produktion

In Anwesenheit der Wundgase erwies sich die fld-
chenmifige Ausbreitung auf dem Nidhrmedium
bzw. die Entwicklung von Substrathyphen demnach
am glinstigsten fiir die Pilze.

Die stirkere Hemmung auf die Myzeltrockenge-
wichtsproduktion mag zum einen auf einer grofe-
ren Schiddigung durch direkt iiber die Gasphase auf
die Lufthyphen erfolgende Einwirkung der Sub-

stanzen beruhen, zum anderen in einem Nidhrstoff-
mangel in den Lufthyphen infolge gestorten Stoff-
transportes vom Substratmyzel aus.

Die besonders hohe Beeintrachtigung des Keim-
schlauchwachstums basiert moglicherweise auf der
geringen Stiarke und unterschiedlichen chemischen
Zusammensetzung der Keimschlauchwidnde im Ver-
gleich zu dlteren Substrat- oder Lufthyphen.

Fiir Versuche zur Wirksamkeit der Wundgas-
komponenten in Abhdngigkeit vom Erndhrungszu-
stand der Pilze wurden diese auf Wasseragrar (WA),
Biomalz-Agar (BM) mit unterschiedlichen Konzen-
trationen an Malzextrakt (0,2%, 1%, 2%, 4%, 8%),
Czapek-Dox-Agar (CzA) und Kartoffel-Dextrose-
Agar (PDA) kultiviert.

Die geringste Hemmwirkung durch die Wundgas-
komponenten lag jeweils bei Verwendung des fiir
die Sporenkeimung bzw. das vegetative Myzel-
wachstum optimalen Nahrmediums vor:

fiir Botrytis cinerea BM 4%,
Rhizoctonia solani BM 2%,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici BM 2%,
Didymella lycopersici BM 2%,
Cladosporium fulvum PDA.

Viele Organismen verfiigen bei hoher Vitalitdt eher
liber kompensatorische Fihigkeiten gegeniiber
Schadeinfliissen als unter Mangelsituationen, die
Einschriankungen bestimmter Stoffwechselprozesse
bedingen konnen.

Die Pilze zeigten auflerdem eine klare altersbe-
dingte unterschiedliche Sensitivitit gegen die Wund-
gaskomponenten. Sehr junge und sehr alte Inokula
reagierten besonders sensibel, wihrend bei einem
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Inokulum-Alter von 7-10 Tagen die maximale
Toleranz erreicht war. Als ursdchliche Faktoren fiir
diese vom Alter abhidngige Reaktion der Pilze
wiren u.a. moglich: noch nicht ausdifferenzierte,
wenig schiitzende Zellwdnde im frithen Entwick-
lungsstadium bzw. in weit fortgeschrittenem Alter
ein allgemeiner Vitalitatsverlust infolge Erschop-
fung endogener und exogener Reserve- und Néhr-
stoffe, verminderte Syntheseleistung hinsichtlich
eigener Baustoffe oder eine verringerte Produktion
und Aktivitdit von Enzymen, welche Hemmstoffe
abbauen konnen, sowie altersbedingte Permeabili-
tatsveranderungen.

Diese Untersuchungen haben gezeigt, dal die
identifizierten pflanzlichen C¢-Wundgase als ge-
nuines Komponentengemisch und als Einzelkompo-
nenten antimykotisch wirken konnen, und in wel-
cher Weise die Empfindlichkeit der Pilze in ent-
scheidendem MafRe
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— von der Gesamtkonzentration und dem Anteil der
verschiedenen Wundgaskomponenten (wirksam-
ster Bestandteil: trans-2-Hexenal),

— von der systematischen Stellung des Pilzes,

— vom Reaktionskriterium der Wirkungspriifung,

— vom Eméhrungszustand des Pilzes und

— vom Inokulum-Alter des Pilzes beeinflu3t wird.

Inwiefern pflanzlichen Wundgasen auch in vivo,
zumindest in unmittelbarer Ndhe um verletztes
Gewebe, eine Schutzfunktion gegeniiber pathogenen
Pilzen zukommt, bedarf detaillierter Infektionsver-
suche am natiirlichen Standort der Pflanzen.
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