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UV-irradiation of sliced stem tubers of kohlrabi (Brassica oleracea var. gongylodes) fol­
lowed by incubation for 4 days, resulted in the production of two new sulphur-containing 
indole phytoalexins, cyclobrassinone and 1 -methoxyspirobrassinin, whose structures were 
elucidated on the basis of spectroscopic data. Three known indole phytoalexins, spirobrassi­
nin, methoxybrassitin and methoxybrassinin, and several minor phytoalexin-like compounds 
not yet identified were also isolated. The accumulation of these indole phytoalexins was also 
induced by abiotic elicitation with CuCl2.

Feeding both of L-[ß-14C]tryptophan and L-[14CH 3]methionine to UV-irradiated stem tuber 
tissue of kohlrabi indicated that the S-containing indole phytoalexins were biosynthesized 
from these amino acids.

Einführung
Phytoalexine sind per definitionem niedermole­

kulare antimikrobielle Sekundärstoffe, die in der 
Pflanze nach Pathogenbefall oder Streß bzw. nach 
Applikation eines geeigneten biotischen oder abio- 
tischen Elicitors de novo gebildet und akkumuliert 
werden. Die im Pflanzenreich weit verbreitete Fä­
higkeit zur Phytoalexinbildung trägt als induzier­
barer Abwehrmechanismus der Pflanze mit zu 
ihrer Resistenz gegen Pathogenbefall bei. Jede 
Pflanzenfamilie bildet bevorzugt Phytoalexine 
einer chemischen Grundstruktur, beispielsweise 
produzieren Solanaceen im wesentlichen sesquiter- 
penoide Phytoalexine, während Leguminosen vor 
allem Streßmetabolite mit Isoflavonoid- oder 
Pterocarpanstruktur akkumulieren.

Vor kurzem sind in pathogen-infiziertem China­
kohl, Weißkohl, Raps und einigen anderen Brassi- 
caceen (Cruciferae) erstmals Phytoalexine aufge­
funden worden, die als charakteristische G rund­
struktur einen Indol- oder Oxindolring mit einem

schwefelhaltigen Strukturelement aufweisen 
(Gross, 1993; Monde, 1992). So enthalten die Phy­
toalexine Methoxybrassitin (1) und Methoxybras­
sinin (2) beispielsweise am C-Atom 3 einen über 
eine Methylengruppe gebundenen Thio- bzw. Di- 
thiocarbamatrest. Dieser schwefelhaltige Substitu­
ent kann unterschiedlich strukturiert sein und dar­
über hinaus verschiedenartige Cyclisierungen ein- 
gehen, wobei für Naturstoffe ungewöhnliche N- 
und S-haltige Ringsysteme entstehen, z.B. Cyclo-

C yclobrass in in  (3) Cyclobrassinon (4)
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brassinin (3) oder die Spiroverbindung 5. Diese 
neuartigen heterocyclisch gebauten Phytoalexine 
weisen somit eine relativ hohe Strukturmannigfal­
tigkeit auf. Gegenwärtig sind etwa 15 Phytoalexine 
dieses Strukturtyps bekannt.

Wir haben abiotisch gestreßte Stengelknollen 
von Kohlrabi (Brassica oleracea var. gongylodes) 
auf das Vorkommen von Phytoalexinen unter­
sucht und beschreiben erste Ergebnisse zu ihrer 
Isolierung und Identifizierung.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Familie der Brassicaceae gehörende Kohl­
rabi (Brassica oleracea var. gongylodes) sind bisher 
nicht auf ihr Phytoalexinbildungsvermögen unter­
sucht worden. Aus diesem Grund wurden Stengel­
knollenscheiben von Kohlrabi kurzzeitig mit UV- 
Licht bestrahlt oder in Einzelfällen als abiotischer 
Elicitor eine wäßrige Kupferchlorid- oder Queck- 
silberacetat-Lösung appliziert. In beiden Fällen 
zeigte sich, daß im abiotisch gestreßten Knollenge­
webe nach zwei bis drei Tagen mehrere fungitoxi­
sche Streßmetabolite auftreten, die in unbehandel­
ten Stengelknollen sowie in Blatt und Wurzel nicht 
nachzuweisen waren.

Durch Biosyntheseversuche an Brassica campe- 
stris ssp. rapa war bereits bekannt, daß isotop 
markiertes Tryptophan in die Phytoalexine Brassi­
nin, Cyclobrassinin (3) und Spirobrassinin (5) ein­
gebaut wird und daß die O- und S-Methylgruppen 
von Methionin übertragen werden, während die 
Schwefelatome aus Methionin bzw. Cystein stam­
men (Monde and Takasugi, 1990, 1991, 1992). Da 
wir bei gestreßtem Kohlrabi ebenfalls die Bildung 
und Akkumulation von Phytoalexinen mit Indol­
struktur vermutet haben, wurde den Stengelknol­
lenscheiben vor der UV-Bestrahlung radioaktiv 
markiertes L-Tryptophan (Versuch A) bzw. L-Me- 
thionin (Versuch B) als interner Biosynthesemar­
ker verabreicht. Dieses Verfahren erwies sich als 
günstig, da durch den hohen Einbau des ,4C-mar- 
kierten Präkursors die fungitoxischen Streßmeta­
bolite zusätzlich radioaktiv markiert waren und 
somit auf Grund ihrer Fungitoxizität und Radio­
aktivität leichter nachgewiesen, isoliert und gerei­
nigt werden konnten.

Das kurzzeitig UV-bestrahlte und nach 4-tägi- 
ger Versuchszeit lyophilisierte Pflanzenmaterial

wurde mit wäßrigem Methanol extrahiert, die 
nach Abdampfen des Methanols verbleibende 
wäßrige Phase mit Chloroform extrahiert und die­
ser Extrakt dünnschichtchromatographisch aufge­
trennt. Es konnten mindestens 7 Banden (1, 1 a, 2, 
2 a, 3, 4, 5) nachgewiesen werden, die sich im DC- 
Plattenbiotest mit dem Indikatorpilz Cladospo- 
rium cucumerinum (Gross et al., 1984) als fungito­
xisch erwiesen und eine signifikante Hemmung des 
Myzelwachstums bewirkten und deren Rf-Werte 
mit den Radioaktivitätspeaks des Scannogramms 
übereinstimmen. Die Banden 1, 4 und 5 zeigten die 
stärkste Fungitoxizität und im Versuch A gleich­
zeitig die höchste Radioaktivität. Im Versuch B 
wiesen die Banden 2 a und 5 den größten 14C-Ge- 
halt auf.

Das Ausgangsmaterial enthielt keine im Biotest 
mit dem Pilz Cladosporium cucumerinum nach­
weisbaren fungitoxischen Inhaltsstoffe (Versuch 
C). In unbestrahlten und zeitgleich als Kontrolle 
mitgeführten Knollenscheiben (Versuch D) ließen 
sich Phytoalexin-ähnliche Substanzen nur in Spu­
ren nachweisen, wobei deren Bildung offensicht­
lich durch den Wundstreß induziert wird.

Die einzelnen Banden aus Versuch A und B 
wurden durch Rechromatographie in unterschied­
lichen Laufmittelsystemen und durch nachfolgen­
de HPLC gereinigt. Dabei konnten die Banden 3 
und 5 jeweils in zwei Komponenten aufgetrennt 
werden. Die den Banden 1, 3/1, 3/2, 4 und 5/2 ent­
sprechenden Verbindungen haben wir in mg-Men- 
gen isoliert und in ihrer Struktur aufgeklärt, wobei 
im wesentlichen spektroskopische Verfahren wie 
Massenspektroskopie und NM R eingesetzt wur­
den.

Bei Bande 3/1 handelt es sich um ein neuartiges
S-haltiges Phytoalexin mit einem Indolring, das 
nach der IUPAC-Nomenklatur als 2-Methoxy- 
l,3-thiazino[6,5-b]indol-4-on zu bezeichnen ist 
und für das wir den Namen Cyclobrassinon (4) 
vorschlagen. Seine Struktur wurde im wesentli­
chen aus Daten der hochauflösenden Massenspek­
troskopie abgeleitet. Das massenspektrometrische 
Verhalten von Cyclobrassinon ist durch einen re- 
tro-Diels-Alder-Zerfall des Molekülions (m /z 232, 
C n H 8N 20 2S) charakterisiert, der zum Schlüssel­
bruchstück bei m /z 175 führt. Die Abspaltung von 
CHjOCN beweist die Gegenwart einer Methoxy- 
gruppe am C-Atom 2. Nachfolgender Verlust von 
CO führt zum Ion m /z 147 (vgl. Material und Me­
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thoden). Das 'H-NM R-Spektrum von Cyclobras- 
sinon (4) zeigt neben dem NH-Signal bei 8.56 ppm 
die vier aromatischen Signale im Bereich von 8 .3 -
7.3 ppm und das Signal der Methoxygruppe bei 
3.55 ppm.

In seiner G rundstruktur entspricht Cyclobrassi- 
non dem bereits aus Brassica campestris spp. peki- 
nensis (Takasugi et al., 1988) und einigen anderen 
Brassica-Arten (Dahiya und Rimmer, 1988, 1989; 
Devis et al., 1990; Monde et al., 1990, 1991; Rou- 
xel et al., 1991) nach Bakterieninfektion isolierten 
Cyclobrassinin (3), es weist jedoch im Ring C eine 
zusätzliche Sauerstoffunktion auf und enthält an­
stelle der S-Methylgruppe des Cyclobrassinins in 
gleicher Position eine Methoxygruppe.

Die als Bande 3/2 isolierte Substanz wurde als 
1-Methoxyspirobrassinin identifiziert (6), das un­
seres Wissens bisher nicht bekannt war und ein 
neues schwefelhaltiges Phytoalexin mit Oxindol- 
struktur darstellt. Im Massenspektrum wird die 
Gegenwart von zwei S-Atomen durch das Isoto- 
penmuster am M +- bzw. [M + 2]+-Peak angezeigt. 
Die massenspektrometrische Fragmentierung von 
1-Methoxyspirobrassinin ist durch Bindungsspal­
tungen im Spiroring charakterisiert, was zu den 
Schlüsselbruchstücken bei m /z 176 (l-Methoxy-2- 
oxo-indolyl-Fragment), m /z 87 (CH3SCNCH2+) 
und m /z 72 (+CH2SCN) führt. Es besitzt ein Asym­
metriezentrum und zeigt optische Aktivität, die 
Absolutkonfiguration konnte jedoch bisher nicht 
zugeordnet werden.

Das 'H-NM R-Spektrum  von 1-Methoxyspiro­
brassinin (6) weist gegenüber dem Spektrum des 
Spirobrassinins (5) ein zusätzliches Methylsingu- 
lett bei 4.05 ppm auf, das der 1-Methoxygruppe 
zugeordnet werden kann. Aufgrund der Substitu­
tion an N -l zeigen die 'H-NMR-Signale der aro­
matischen Protonen in 6 eine etwas andere chemi­
sche Verschiebung als die von 5.

Bande 1 erwies sich auf Grund von Literaturbe­
funden und eigener physikalisch-chemischer D a­
ten als identisch mit Spirobrassinin (5), das als 
Phytoalexin bereits aus Raphanus sativus var. hor- 
tensis (Takasugi et al., 1987), B. oleracea var. capi­
tata (M onde et al., 1990) und B. juncea (Pedras 
und Seguin-Swartz, 1992) nach Infektion mit 
Pseudomonas cichorii bzw. Leptosphaeria maculans 
sowie aus B. campestris ssp. rapa (Monde et al.,
1991) nach UV-Bestrahlung isoliert worden ist. 
Die Banden 4 und 5/2 wurden auf der Basis spek­

troskopischer Daten als Methoxybrassitin (1) bzw. 
Methoxybrassinin (2) identifiziert. Diese beiden 
Verbindungen sind als Streßmetabolite in B. cam­
pestris ssp. pekinensis, B. napus und einigen ande­
ren Brassicaceen nach Bakterieninfektion bzw. 
UV-Bestrahlung bereits bekannt (Dahiya und 
Rimmer, 1988, 1989; Monde et al., 1990, 1991; 
Pedras und Seguin-Swartz, 1992; Takasugi et al., 
1987, 1988; R o u x e l^ a /., 1991).

Einige weitere von uns aus UV-bestrahlten Sten- 
gelknollengewebe von Kohlrabi isolierte und chro­
matographisch nachgewiesene antifungale Streß­
metabolite kommen nur in niedrigen Konzentra­
tionen vor und konnten bisher noch nicht 
identifiziert werden. Nach unseren derzeitig vorlie­
genden Befunden scheinen sie aber mit bisher 
strukturbekannten Phytoalexinen nicht identisch 
zu sein.

Die spezifischen Einbauraten von L-[ß-'4C]- 
Tryptophan und L-[14C H 3]-Methionin lagen um 
10%. Diese relativ hohe Inkorporation ist dadurch 
zu erklären, daß zu Versuchsbeginn im unbestrahl- 
ten Pflanzengewebe keine Phytoalexine wie Cyclo- 
brassinon (4) oder Spirobrassinin (5) vorhanden 
sind. Ihre Biosynthese wird erst durch UV-Be­
strahlung oder die Applikation geeigneter Elicito- 
ren induziert, so daß die angebotenen biogeneti­
schen Vorstufen somit direkt eingebaut werden 
können und als spezifische Präkursoren der in 
Kohlrabi gebildeten Phytoalexine mit Indolstruk­
tur anzusehen sind. Der detaillierte Ablauf der 
Biosynthesefolge der unterschiedlich strukturier­
ten Streßmetabolite ist noch weitgehend unbe­
kannt. Inwieweit die in Kohlrabi nach Elicitierung 
gefundenen, relativ stark fungitoxischen Phytoale­
xine als chemische Abwehrstoffe am Resistenzge­
schehen gegen phytopathogene Mikroorganismen 
beteiligt sind, muß an geeigneten Wirt-Parasit- 
Systemen untersucht werden.

M aterial und Methoden

Pflanzenmaterial

Es wurden jeweils 5 -1 0  Scheiben von Stengel­
knollen von B. oleracea var. gongylodes cv. Olmia 
oder cv. Deli weiß (3 cm Durchmesser; 0,5 cm 
Dicke; 20-35  g Frischgewicht) eingesetzt, denen 
beidseitig je 100 jil einer wäßrigen Lösung von 
0,5 mg L-Tryptophan-(ß-14C) (1 * 107 Zerfalle/min)
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(Versuch A) bzw. 0,5 mg L-Methionin-(14CH 3) 
(0,9 x 107 Zerfälle/min) (Versuch B) verabreicht 
wurden. Anschließend wurden die Scheiben beid­
seitig je 10-15 min mit UV-Licht bestrahlt, an­
schließend für 3 -4  Tage im Dunkeln bei 20 °C in­
kubiert und nachfolgend lyophilisiert. In Einzel­
fällen wurde der UV-Streß durch eine beidseitige 
Applikation von je 100 (j.1 wäßriger CuCl2-Lösung 
ersetzt. In allen Versuchen dienten unbehandelte 
Knollenscheiben als Kontrollen.

Aufarbeitung

Die gefriergetrockneten Knollenscheiben aus 
Versuch A und B, entsprechendes Ausgangspflan­
zenmaterial (Versuch C) und parallel mitgeführte 
unbehandelte Kontrollscheiben (Versuch D) wur­
den jeweils erschöpfend mit wäßrigem Methanol 
(80:20) extrahiert. Die M ethanolextrakte wurden 
schonend bis zur wäßrigen Phase eingeengt und 
diese mit Chloroform ausgeschüttelt.

Die eingeengten Chloroformextrakte wurden 
dünnschichtchromatographisch aufgetrennt
(M ERCK Silicagel 60 H F254; 2x in Benzen-Ether 
40:9). In den Experimenten A und B mit zugesetz­
tem radioaktiven Tryptophan bzw. Methionin 
wurden die entwickelten DC-Platten gescannt und 
das Radioaktivitätsprofil ermittelt (Dünnschicht- 
scanner II, LB 2723, Fi. Berthold). Alle DC-Plat- 
ten aus den Versuchen A -D  wurden zum Nach­
weis fungitoxischer Banden einem Plattenbiotest 
unterworfen, indem sie mit dem Myzelhomogenat 
des Indikatorpilzes Cladosporium cucumerinum be­
sprüht und für 2 Tage inkubiert wurden (Gottstein 
et al., 1984). Banden mit antifungaler Aktivität 
waren als weiße Zonen auf dunkelgrauem U nter­
grund zu erkennen. Insgesamt waren 7 antifungale 
Banden sichtbar: Bande 1 (R f 0,2); 1 a (Rf 0,3); 2 
(Rf 0,5); 2 a (Rf 0,56); 3 (R f 0,65); 4 (R f 0,8); 5 
(Rf 0,9). Die fungitoxischen und gleichzeitig radio­
aktiven Banden aus Versuch A und B wurden mit 
Methanol eluiert und rechromatographiert. Die 
Bande 5 ließ sich durch zweimaliges Entwickeln in 
Benzen als Laufmittel in zwei Komponenten 5/1 
(Rf 0,03) und 5/2 (Rf 0,6) auftrennen. Die dünn­
schichtchromatographisch getrennten Substanzen 
wurden anschließend durch HPLC an M ERCK 
LiChrospher 100 RP 18 (5 um Korndurchmesser, 
Säule 125 x 4 mm, Temperatur 20 °C, Elution mit 
M ethanol:W asser 50:50, Geschwindigkeit 1m l/

min, Detektion bei 210 nm) weiter gereinigt. Dabei 
gelang die Auftrennung der Bande 3 in 3/1 und 3/2.

Chemische Charakterisierung

Die Identifizierung der isolierten Verbindungen 
erfolgte im wesentlichen aus spektroskopischen 
Daten [Massenspektrometrie (70 eV EIMS) sowie 
'H -N M R  (500 MHz)].

Cyclobrassinon (4) (Bande 3/1), C nH 8N 20 2S, 
MS, m /z (rel. Int., %): m/z 232.0328 (M +, ber. 
232.0306 für C n H 8N 20 2S, 37), 175.0089 (M +-  
CH3OCN, ber. 175.0092 für C9H 5NOS, 100), 
147.0195 (m /z 175-CO, ber. 147.0143 für 
C8H 5NS, 37), 120.0040 (m/z 147-H C N , ber. 
120.0034 für C7H4S, 30). ’H -N M R (500 M Hz, 
CDCI3): 5 8,56 br s (1H), 8,31 m (1H), 7,41 m 
(1 H), 7,37-7,32 m (2H), 3,55 s (3H).

1-Methoxyspirobrassinin (6) (Bande 3/2), 
C pH ]2N 20 2S2, MS, m/z  (rel. Int., %): m/z  280 
(M +, 95), 252 (M +-C O , 18), 249 (M +-O C H 3, 26), 
233 (M +-S C H 3, 7), 221 (M +-O C H 3-C O , 43), 
206 (M +-C H 3SCNH, 8), 202 (M +-O C H 3-S C H 3, 
19), 176 ([C10H 10NO2]+, l-Methoxy-2-oxo-indolyl- 
Fragment, 54), 148 (m/z  176-CO , 100), 144 (m/z  
176-C H 3OH, 15), 116 (m/z  144-CO, 9), 87 (15), 
72 (15). ’H-NM R (500 MHz, CDC13): 5 7,37 d, 
7  = 7,4 Hz (1H), 7,35 ddd, 7  = 7,9/7,9/1,2 (1H), 
7,13 ddd, 7 =  7,9/7,9/1,0 (1H), 6,99 d, 7 =  7,7 (1H), 
4,68 d, J =  15,1 (1 H), 4,48 d, 7 = 15,1 (1 H), 4,05 s 
(3 H), 2,62 s (3 H). [a]D + 19,05° (Methanol).

Spirobrassinin (5) (Bande 1), C nH 10N 2OS2, MS, 
m/z  (rel. Int., %): m/z  250 (M +, 27), 203 (M +-  
SCH3, 37), 177 (M +-C H 3SCN, 56), 149 (M +-  
CH 3S C N -C O , 69), 145 (M +-C H 3S2CN, 92), 144 
([C9H 7NO]+, 2-Oxo-indolyl-Fragment, 90), 116 
(m/z  144-CO, 76), 90 (81), 89 (m/z 144- 
C O -H C N , 100), 87 (CH3SCNCH2+, 71), 72 
(+CH 2SCN, 77). ‘H-NM R (500 MHz, CDC13): 5 
7,36 d, 7 =  7,6 Hz (1H), 7,26 ddd, 7-7 ,7 /7 ,7 /1 ,3  
(1 H), 7,09 ddd, 7 =  7,7/7,7/0,8 (1H), 6,88 d, 7 =  6,8 
(1 H), 4,68 d, J =  15,2 (1H), 4,51 d, 7 =  15,2 (1 H, 
2,63 s (3 H). [a]D -  14,99° (Methanol).

Methoxybrassitin (1) (Bande 4), C 12H 14N 20 2S, 
MS, m/z  (rel. Int., %): m/z  250 (M +, 100), 219 
(M +-O C H 3, 30), 202 (M +-C H 3SH, 25), 191 
(M +-O C H 3-C O , 17), 176 (M +-C O -S = C H 2, 
29), 171 (23), 160 ([C10H 10NO]+, 1-Methoxy-indo- 
lyl-Fragment, 83), 145 (35), 127 (31), 117 (31), 102 
(16). 'H -N M R  (500 MHz, CD 3OD): 5 7,59 d,
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7 =  7,9 Hz (1H), 7,39 d, 7 =  8.2 (1 H), 7,34 s (1 H), 
7,21 ddd, 7=8,1/8,1/0,9 (1H), 7,06 ddd, 7 = 7 ,9 / 
7,9/0,9 (1H), 4,52 br s (2H), 4,06 s (3H), 2,30 s 
(3 H); ’H-N M R (500 MHz, CDC13): 5 7,61 d, 
7 =  8,0 Hz (1H), 7,43 d, 7 = 8 ,2  (1H), 7,28 ddd, 
7 =  7,9/7,9/0,6 (1H), 7,16 ddd, 7 =  7,6/7,6/0,9 
(1H), 5,48 br s (1H), 4,64-4,61 m (1H), 4,08 s 
(3 H), 2,39 s (3 H).

Methoxybrassinin (2) (Bande 5/2), 
Ci2H ]4N 2OS2, MS, m/z  (rel. Int., %): m/z  266 (M +, 
13), 235 (M +-O C H 3, 100), 218 (M +-C H 3SH, 13), 
187 (14), 160 ([C10H 10NO]+, 1-Methoxy-indolyl-
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