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gen mit anderen Organismen iiber weite Distanzen dienen
koénnen.!" 2 Die molekularen Grundlagen der Erkennung von
Infektionsvorgédngen oder Fraf3schdden durch den pflanzli-
chen Organismus sind nur unvollstindig bekannt. Abgesehen
vom mechanischen Schaden kommt vor allem den nieder- und
hochmolekularen (Salivar)komponenten des attackierenden
Organismus Bedeutung als Elicitoren von Abwehrreaktionen
zu. Letztere vermogen direkt oder rezeptorvermittelt die
Ionenpermeabilitit®! der Plasmamembran zu verdndern und
ein komplexes Netzwerk intrazelluldrer Folgereaktionen
auszulosen; am Ende steht die De-novo-Synthese von Ab-
wehrsubstanzen. Die auBerordentliche Bedeutung von
Ionenkanilen fiir Elicitor-induzierte Abwehrreaktionen wur-
de bereits fiir einen Oligopeptidelicitor! an Petersilienzell-
kulturen demonstriert. Ebenso induzieren Oligogalacturoni-
debl iiber Tonenkaniile die Biosynthese von Phytoalexinen in
Tabakzellkulturen, und kiirzlich wurde an kiinstlichen Lipid-
membranen die Fahigkeit zur Kanalbildung einiger Protein-
elicitoren nachgewiesen. [

Aufler makromolekularen Elicitoren sind auch niedermo-
lekulare, peptidische Antibiotika mit ausgepridgt membran-
depolarisierenden Eigenschaften bekannt.l Charakteristisch
fiir den Aufbau solcher iiberwiegend aus Pilzen stammenden
Verbindungen aus der Gruppe der Peptaibole sind ein
N-acylierter Terminus, der Einbau von a-Aminoisobuttersau-
re (AIB) und ein zum a-Aminoalkohol reduzierter C-Termi-
nus. Besonders hiufig sind Peptaibole mit 18 bis 20 Amino-
sdureresten wie Alamethicin,”l Ampullosporin,® und Chry-
sospermin.”’l Kleinere Peptide mit 15 und 16 Amino-
sdureresten wie Antiamoebin!' sind ebenfalls bekannt. Thre
antibiotische Wirkung beruht auf ihrer Féhigkeit, a-helicale
Strukturen zu bilden, die in biologischen Membranen als
Oligomere zu spannungs(un)abhiingigen Kanélen oder Poren
aggregieren konnen.> 'l Da die Induktion der Phytoalexin-
biosynthese, wie zuvor erwihnt, an Ionenfliisse gekoppelt sein
kann,B 4 veranlasste uns diese spezielle Fahigkeit der Peptai-
bole, ihren moglichen Einfluss auf den pflanzlichen Sekun-
darstoffwechsel zu untersuchen.

Hier zeigen wir erstmals, dass fungale Peptaibole als
hochwirksame Elicitoren mit Wirkung auf unterschiedliche
Stoffwechselwege, etwa auf die Freisetzung von Ethylen oder
die Bildung von fliichtigen Substanzen (Kairomonen), ange-
sehen werden konnen. Auch die Spiralisierung von Ranken
wird durch diese Substanzen duflerst effektiv ausgelost.

Als représentative Modellverbindung mit ausgeprégt ka-
nalbildenden Eigenschaften wurde Alamethicin (ALA) ge-
wihlt, das von Trichoderma viride, einem weit verbreiteten
Bodenpilz, als eine komplexe Mischung homologer Pep-
taibole produziert und ausgeschieden wird. Die Haupt-
komponenten enthalten acht Aib- und zwei Prolinreste.[ ']
Der N-Terminus ist acyliert, den C-Terminus bildet Phenyl-
alaninol (Tabelle 1). ALA bildet in (Bio)membranen als
Octamer spannungsabhingige Kanile mit hoher Leitfahig-
keit.[» 11

Wird ein frisch geschnittener Trieb der Limabohne (Pha-
seolus lunatus) als Modellsystem in eine Losung mit ALA
(5 um) gestellt,l? ldsst sich als erste Reaktion der Pflanze
bereits nach ca. 3h durch Photoakustikspektroskopiel'> 14
eine deutliche Emission von Ethylen feststellen. Sie erreicht
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Tabelle 1. Peptaibole, Peptide und Ionophore als Elicitoren der Biosynthese von Duftstoffen.
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Peptaibole und Peptide!'”!

Bildung von Duftstoffen (P. lunatus)

Alamethicin FU112
Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib- Aib-Gln-Gln-Pheol
Ampullosporin Al

Ac-Trp-Ala-Aib-Aib-Leu-Aib-Gln-Aib-Aib-Aib-Gln-Leu-Aib-Gln-Leuol

Bergofungine>’!

a) Ac-Val-Aib-Aib-Aib-Val-Gly-Leu-Aib-Aib-Hyp-Gln-iVal-Hyp-Aib-Pheol

b) Ac-Val-Aib-Aib-Aib-Val-Gly-Leu-Val-Aib-Hyp-GlIn-iVal-Hyp-Aib-Pheol

c) Ac-Val-Aib-Aib-Aib-Val-Gly-Leu-Aib-Aib-Hyp-Gln-Aib-Hyp-Aib-Pheol

Chrysospermin A’ P)

Ac-Phe-Aib-Ser-Aib-Aib-Leu-Gln-Gly-Aib-Aib-Ala-Ala-Aib-Pro-Aib-Aib- Aib-Gln-Trpol +

Melittin*!

GIn-GlIn-Arg-Lys-Arg-Lys-Ile-Try-Ser-Ile-Leu-Ala-Pro-Leu-Gly-Thr-Thr-Leu-Val-Lys-Leu-Val-Ala-Gly-Ile-Gly -

Valinomycin??!

Cyclo[-L-Val-p-Hylva-p-Val-L-Lac],
Bradykinin/>!
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Argol
Systemin(>*!

Ala-Val-Gln-Ser-Lys-Pro-Pro-Ser-Lys- Arg- Asp-Pro-Pro-Lys-Met-GIn-Thr-Asp

Substanz P>’
Met-Leu-Gly-Phe-Phe-GIn-Gln-Pro-Lys-Pro-Arg

[a] Kommerziell erhiltliches Alamethicin ist eine Mischung homologer Peptide.” 1! [b] Eingesetzt wurde eine Mischung der Chrysospermine A —D. Aib:
2-Amino-2-methylpropionsidure, Argol: Argininol, Hyp: Hydroxyprolin, Hylva: a-Hydroxyisovaleriansidure, Lac: Milchsdure, Leuol: Leucinol, Pheol:
Phenylalaninol, Trpol: Tryptophanol. Die Aminosduren haben L-Konfiguration, wenn nicht anders indiziert.

nach 7.5 h ihr Maximum und klingt im Verlauf von weiteren
5h wieder ab (Messungen in einer Durchflusszelle). Der
Verlauf entspricht der bereits frither beschriebenen Ethylen-
emission aus Blittern von P. lunatus nach Behandlung mit
dem Proteinelicitor Cellulysin¥! oder mit Jasmonsdure
(JA).'S! Weitergehende Uberwachung der Gasphase durch
Adsorption fliichtiger Komponenten an Aktivkohle in einem
geschlossenen System,!'? anschlieBende Desorption und mas-
senspektrometrische Analyse machten deutlich, dass durch
ALA auch die Biosynthese terpenoider und aromatischer
Komponenten angeregt wird. So zeigt das Gaschromato-
gramm (Abbildung 1b) auBer DMNT (5% ) und Methylsali-
cylat (MeSA; 4%) die Bildung von TMTT (91 %) als Haupt-
komponente an. Ein vergleichbares Duftprofil (ohne MeSA)
wurde bereits nach Behandlung der Limabohne mit 12-
Oxophytodiensidure (12-OPDA), einer biosynthetischen Vor-
stufe von Jasmonséure (JA), beobachtet.l'?l JA selbst induziert
ein deutlich komplexeres Duftmuster.'™ Die ALA-induzierte
Emission fliichtiger Verbindungen ist konzentrationsabhingig
und endet bei einer Grenzkonzentration von 0.5 puM.

Wegen der Priasenz von MeSA und JA-induzierbaren
Terpenen in der Gasphase wurde deshalb in den Pflanzen
der Gehalt von endogener JA und SA zeitabhéngig quanti-
fiziert.'®! Abbildung 2 lisst erkennen, dass in der Tat die
Biosynthese beider Phytohormone stimuliert wird. Jasmonat
zeigt einen charakteristischen transienten Anstieg innerhalb
der ersten 80 min (20-facher Anstieg), wihrend endogene SA
erst nach etwa 2 h ansteigt und nach 6 h ein Plateau erreicht
(ca. 90-facher Anstieg). Unbehandelte Kontrollpflanzen pro-
duzieren erwartungsgemif weder Duftstoffe, noch zeigen sie
einen Anstieg der beiden Phytohormone JA und SA. Werden
Blitter der Limabohne mit Inhibitoren des Octadecanoid-
Signalwegs vorbehandelt (Phenidon,!'! Aristolochiasdurel'®]),
unterbleibt die Biosynthese von Duftstoffen. Umgeht man die
Blockade der Inhibitoren durch exogene Zugabe von JA,
kann wieder das urspriingliche Duftmuster beobachtet wer-

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 10

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

a Ethylenemission b
) _~ ALA-behandelter = N )
T 8 Blatter ) TMTT
6
¢[C,H.] /ppb
4
% unbehandelte
24 < Kontrollprobe
v
0 -l el
10 20
t/min —>
A
| ¢ oH Z-lsomer
von TMTT
DMNT - N\
A " M S
5 7 9 11

te/min ——>

Abbildung 1. Profil induzierter Duftstoffe nach Applikation von Alame-
thicin an Blitter der Limabohne (P. lunatus). Die Ethylenabgabe wurde in
einer kontinuierlichen Durchflusszelle durch Photoakustikspektrosko-
piel”®l bestimmt. a) Zeitverlauf der Ethylenbildung. b) Gaschromatogra-
phisches Profil fliichtiger Verbindungen. Die Intensitdt der Signale ist
verstarkt, um Nebenprodukte sichtbar zu machen. Quantitative Zusam-
mensetzung: 4,11-Dimethylnona-1,3,7-trien (DMNT), 5 % ; Methylsalicylat
(MeSA), 4%; 4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (TMTT), 91 %. Un-
behandelte Kontrollpflanzen zeigen keine Emission fliichtiger Verbindun-
gen.

den. Eine Beteiligung des Octadecanoid-Signalwegs ist damit
sicher nachgewiesen.

Die Elicitoraktivitdt des Peptaibols ALA ist nicht auf die
Limabohne beschrinkt, sondern wird auch bei anderen
Pflanzen gefunden. Der phylogenetisch alte Wurmfarn
(Dryopteris filix-mas) reagiert mit sehr ausgepragter Emission
einer komplexen Mischung von Sesquiterpenen.['”! Terpe-
noide Verbindungen dominieren auch im Duftmuster ALA-
induzierter Mungbohnen (Vigna radiata), in der Baumwolle
(Gossypium hirsutum) oder im Mais (Zea mays).> ) Die
Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) produziert ein der Lima-
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Abbildung 2. Quantifizierung und Zeitverlauf endogener Jasmonsdure
und Salicylsdure nach Behandlung von Limabohnenbléttern mit Alame-
thicin. (w)=Salicylat (SA), (a)=Jasmonat (JA), (8)=SA oder JA in
unbehandelten Kontrollpflanzen. (F.G. = Frischgewicht.)

bohne vergleichbares Substanzprofil (Abbildung 1), Sojaboh-
ne (Glycine max) und Gartenerbse (Pisum sativum) lassen
keine signifikante Duftproduktion erkennen.

Ranken von Bryonia dioica reagieren auf JA, MeJA und 12-
OPDA mit einer Kriimmungsreaktion, die der bei mechani-
scher Reizung entspricht.'”) Da in der Limabohne der
Octadecanoid-Signalweg durch ALA stimuliert wird (Abbil-
dung 2), wurde gepriift, ob ALA auch die Spiralisierung von
Ranken induzieren kann. Dazu wurden frisch geschnittene
Ranken von Bryonia dioica, Pisum sativum oder Lathyrus sp.
in eine Losung von ALA (5 um) gestellt, und nach 20 h wurde
ihr Krimmungsgrad bestimmt. Alternativ wurde entspre-
chend dem Rankenkriimmungstest nach Weiler verfahren.’!
Alle Testpflanzen zeigten nach Behandlung mit ALA eine
schnell einsetzende Spiralisierung. Vorbehandlung der Ran-
ken mit Inhibitoren des Octadecanoid-Signalwegs (Phenidon)
vermochte die ALA-induzierbare Spiralisierung nicht zu
unterdriicken. Demnach muss zur Induktion der Ranken-
krimmung der Octadecanoidweg nicht zwingend durchlaufen
werden; Depolarisierung der Zellmembran durch einen
Porenbildner scheint auszureichen. !

Neben ALA sind weitere Peptaibole und Peptide als
Porenbildner oder Ionentransporter bekannt. Um zu priifen,
ob die beobachteten Effekte auf Porenbildung oder Ionen-
transport zuriickzufiihren sind, wurden neben ALA deshalb
weitere Porenbildner, aber auch kationenkomplexierende
Tonentransporter getestet. Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist,
wirken alle Peptaibole stimulierend. Unabhingig von der
Aminosduresequenz der Testsubstanz wird von Bléttern der
Limabohne stets dasselbe Duftmuster freigesetzt, sodass auf
Membrandepolarisierung als ein gemeinsames Wirkprinzip
geschlossen werden kann.

Mellitin, ein Bienengift, das basische Aminosduren enthilt,
ist zwar prinzipiell als ein Porenbildner?l bekannt, verursacht
in der Limabohne aber keine Duftemission. Dies gilt auch fiir
einen typischen Ionentransporter wie das K*-selektive Vali-
nomycin?! (9 um). Biologisch aktive Peptide (Tabelle 1),
deren Wirkung iiber spezifische Rezeptoren vermittelt wird,
etwa das Neuropeptid ,Substanz P>l das Nonapeptid
Bradykinin,”? oder auch Systemin, ein hochwirksames Sig-
nalpeptid der Tomate,?* zeigen ebenfalls keine Stimulierung
der Duftbiosynthese; ,,Porenbildung“ und die damit verbun-
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dene Membrandepolarisierung miissen deshalb als urséchlich
fiir die Elicitierung angesehen werden.

Kanalbildner wie Alamethicin sollten sich deshalb beson-
ders gut als Modellverbindungen zur Simulation und Analyse
der frithen Wechselwirkungen zwischen Pflanze und Schad-
organismus unter kontrollierten Bedingungen eignen. Erste
Untersuchungen von Salivarsekreten herbivorer Insekten
lassen auch hier auf kanalaktive Inhaltsstoffe schlieBen.]
Mithin diirfte der Membrandepolarisierung durch porenbil-
dende Substanzen auch bei der Induktion von pflanzlichen
Abwehrreaktionen durch Insekten eine groBe Bedeutung
zukommen.
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