1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Verteidigungsstrategien von Pflanzen

Pflanzen sind im Laufe ihres Lebens vielen Umweltfaktoren ausgesetzt, die sich negativ auf
ihr Uberleben oder ihre Reproduktion auswirken kénnen. Dazu zahlen Wettereinfliisse und
Standortbedingungen wie Temperatur, Feuchtigkeit, Nahrstoffverfligbarkeit, mechanische
Belastungen und Lichtintensitat (Mittler, 2006), aber auch biotische Faktoren wie Symbiosen,
Parasitismus, zwischen- oder innerartliche Konkurrenzsituationen und Herbivorie durch ver-

schiedene Insekten- oder andere Tierarten (Thomas et al., 2002).

Der Herbivorie kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu. Pflanzen, die als autotrophe
Priméarproduzenten CO, aus der Luft als Kohlenstoffquelle nutzen kénnen, stellen flr herbi-
vore heterotrophe Organismen, die die zum Wachstum benétigten Kohlenstoff- und Stick-
stoffverbindungen mit ihrer Nahrung aufnehmen mussen, eine fast allgegenwartige und leicht
verfligbare Beute dar (Harborne, 1995). Wird die Pflanze durch Herbivorie beschadigt, ver-
liert sie durch fehlende Blattmasse die zur eigenen Energiegewinnung wichtige Photosynthe-
seflache und in Speicherorganen eingelagerte Nahrstoffe, wodurch das weitere Wachstum
oder die Reproduktion negativ beeinflusst wird (Zangerl et al., 2002). Im Extremfall kann die
gesamte Pflanze dem Herbivoren zum Opfer fallen. Doch nicht nur der Verlust der Blattfla-
che bedroht die Pflanze, saugende Organismen wie Blattlause kénnen die Néhrstoffe direkt
aus den LeitgefaBen entnehmen und dabei schadliche Viren Ubertragen (Ng und Perry,
2004). Dazu kommen Angriffe durch Mikroorganismen, die in die Pflanze eindringen und

Gewebe zerstéren kdbnnen.

GegenUlber diesen zahlreichen Bedrohungen ist die Pflanze jedoch nicht wehrlos. Unsere
Welt ist weiterhin grin, was nahelegt, dass die Herbivoren in ihrer Zahl und Aktivitat einge-
schrankt sind und nicht ihre eigene Nahrungsgrundlage zerstéren (Hairston et al., 1960).
Wichtige Faktoren fur das Entstehen dieses Gleichgewichts kénnen FrafBfeinde der Herbivo-
ren, Konkurrenz um Ressourcen, aber auch AbwehrmaBnahmen der Pflanzen sein (,green
world hypothesis®, Hairston et al., 1960). Pflanzen, die eine erhdhte Widerstandsfahigkeit
entwickeln, erhalten sich mehr Photosyntheseflache und Néhrstoffe als schlechter verteidigte

Artgenossen, Uberleben besser und reproduzieren sich als Konsequenz erfolgreicher. Da
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dies einen Vorteil gegentiber Konkurrenten darstellt, sind im Laufe der Evolution viele ver-
schiedene Verteidigungsstrategien gegen Herbivoren entstanden (Strauss und Agrawal,
1999).

Pflanzen haben als ortsgebundene Lebewesen keine Méglichkeit zur rAumlichen Flucht. Da-
her haben sich andere Mechanismen ausgebildet, um Schaden zu begrenzen. Beispielswei-
se ist ein ,zeitliches Fliichten“ der Pflanze mdglich, d. h. die Reproduktion der Pflanze findet
statt, bevor FraBfeinde in groBer Zahl auftreten (Kawagoe und Kudoh, 2010). So wird mégli-
cher HerbivorenfraB minimiert, dies setzt jedoch schnelles Wachstum bis zur Samenreife

voraus.

Weitere Verteidigungsstrategien lassen sich in physikalische und chemische Methoden un-
terteilen. Physikalische Abwehrstrukturen stellen z. B. Barrieren wie verstarkte Zellwande
dar, welche das Eindringen von phytopathogenen Pilzen erschweren oder Blattlause beim
Einflhren des Stechrlissels behindern kdnnen (Lucas et al., 2000; Divol et al., 2007). Starke
Ausbildung von Trichomen, zum Teil auch mit Silikaten verstérkt, schrankt die Mobilitat von
Insekten ein (Valverde et al., 2001), wahrend Stacheln und Dornen auch zur Abwehr
herbivorer Saugetiere geeignet sind (Belovsky et al., 1991).

Zusatzlich kénnen Pflanzen sekundare Pflanzenstoffe produzieren, welche nicht flr die
grundlegenden Lebensprozesse der Pflanze nétig sind. Diese kénnen als Verteidigungs- und
Kommunikationssubstanzen genutzt werden und vielfaltige Mdglichkeiten zur Abwehr von

unterschiedlichen FraBfeinden bieten (Hartmann, 2007).

1.2 Die Bedeutung der strukturellen Diversitat bei pflanzlichen
Sekundarstoffen

Im Laufe der Evolution haben Pflanzen in Wechselwirkung mit anderen Organismen eine
enorme Vielfalt an Sekundarstoffen entwickelt. Die Bedeutung dieser Diversitat soll im Fol-
genden am Beispiel der Terpene ndher erlautert werden. Terpene stellen neben den toxi-
schen Alkaloiden und den unter anderem flr die BlUtenfarbe verantwortlichen Flavonoiden
die gréBte Stoffgruppe der pflanzlichen Sekundarstoffe. Bisher sind etwa 30000 Verbindun-
gen charakterisiert worden (Conolly und Hill 1991, zitiert in Degenhardt et al., 2009). Erst-
mals aus dem namensgebenden Harz Terpentin isoliert, baut ihre vielfaltige Struktur auf Cs-
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Isopreneinheiten auf [Abb. 1]. Wéhrend der Biosynthese werden Terpene als Polymere aus
den Grundbausteinen Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und dessen Isomer
Isopentenylpyrophosphat (IPP) synthetisiert. Beide Vorstufen kébnnen unabhangig voneinan-
der Uber zwei verschiedene Biosynthesewege gebildet werden. Der Mevalonatweg im
Cytosol fuhrt, mit Acetyl-CoA als Ausgangsverbindung, vorwiegend zur Bildung von IPP und
DMAPP fir Sesqui- (C45) und Triterpene (Cso) (Croteau und Loomis, 1972, 1973). Bei dem
spater entdeckten MEP(2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat)-Weg werden in den Plastiden
DMAPP und IPP aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat synthetisiert (Rohmer, 1999).
Diese dienen nachfolgend als Bausteine fir hauptsachlich Mono- (Cy), Di- (Cz) und
Tetraterpene (C40). Zwischen den beiden Biosynthesewegen ist jedoch auch ein Stoffaus-
tausch von IPP mdglich (Dudareva et al., 2005). Weitere Modifikationen der Terpene durch
Terpensynthasen, Dehydrogenasen, Reduktasen, P450-Hydroxylasen und Methyltransfera-
sen fuhren schlieBlich zu der enormen Vielfalt dieser Stoffgruppe. Die Produktion von Terpe-
nen kann konstitutiv erfolgen oder durch Signalmolekile induziert werden (Erbilgin et al.,
2006).

Die meisten Terpene sind lipophil. Die leicht fliichtigen Mono- und Sesquiterpene wie Pinen
und Caryophyllen [Abb. 1] finden sich bei Pflanzen als Hauptbestandteil von atherischen
Olen, die weniger fliichtigen Diterpene wie z. B. Abietinsaure [Abb. 1] kommen in Baumhar-
zen vor. Terpene kénnen aufgrund ihrer Strukturvielfalt eine Vielzahl von Funktionen Uber-

nehmen, welche nachfolgend beschrieben werden.
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Isopren a-Pinen (E)-B-Caryophyllen Abietinsaure

Abb. 1: Strukturen der Terpene

a): Cs-Grundstruktur; Strukturbeispiel fir b): Cio-Monoterpene, c): C5-Sesquiterpene, d): Cyao-
Diterpene

Gegeniber vielen Organismengruppen wie Insekten, Nematoden und Pilzen haben sich

Terpene als giftig herausgestellt (Dambolena et al., 2008; Abdelgaleil et al., 2009; Ntalli et
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al., 2010). Auch eine abschreckende Wirkung konnte bei Insekten, Mollusken und Saugetie-
ren beobachtet werden (Frank et al., 2002; Mdller, 2002; Stefanazzi et al., 2011). Monoter-
penester wie die aus Chrysanthemen isolierte Pyrethroide wirken schadigend auf das Ner-
vensystem von Insekten (Soderlund, 2011). Diese Verbindungen werden, wie auch das aus
den Samen des Niembaums Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) gewonnene
Tetranortriterpenoid Azadirachtin, welches die Larvalentwicklung von Insekten hemmt (Mor-
gan, 2009), inzwischen auch kommerziell erfolgreich als natlrliche Insektizide eingesetzt.

Terpene kdnnen somit in Pflanzen wesentliche Verteidigungsfunktionen erfillen.

Durch Verwendung von modernen Analysemethoden wie Gaschromatographie mit
massenspektrometrischer Detektion (GC-MS) konnten inzwischen die leicht flichtigen Mono-
und Sesquiterpene naher untersucht werden, welche von der Pflanze auch zur Kommunika-
tion genutzt werden. Von Pflanzen durch von Insekten verursachten BlattfraB freigesetzt,
kann durch Anlocken von Pradatoren der Herbivoren die eigene Verteidigung unterstitzt
werden. Von Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) befallene Maispflanzen setzen
eine Mischung aus verschiedenen Terpenen frei, welche attraktiv auf den Parasitoiden
Cotesia marginiventris (Hymenoptera: Braconidae), einem FraBfeind von S. exigua, wirkt
(Turlings und Tumlinson, 1992). Ein solcher Hilferuf kann sogar unterirdisch erfolgen. Von
Larven des Westlichen Maiswurzelbohrer, Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera:
Chrysomelidae), beschadigte Maiswurzeln produzieren das Sesquiterpen (E)-B-Caryophyllen
[Abb. 1], welches einen FraBfeind der Larven, den Nematoden Heterorhabditis megidis
(Rhabditida: Heterorhabditidae) anlockt (Rasmann et al., 2005). Kommunikation mittels Duft-
stoffe kann auch zwischen Pflanzenorganen erfolgen. Durch den Schwammspinner,
Lymantria dispar (Lepidoptera: Noctuidae), beschadigte Blatter der Pappel, Populus deltoi-
des x nigra (Salicaceae), setzen eine Mischung aus Terpenen frei. Diese wird von unbe-
schadigten Blattern detektiert, welche daraufhin vermehrt Terpene produzieren und somit
gegen Angriffe durch Herbivoren besser geschiitzt sind (Frost et al., 2007). Auch benachbar-
te Pflanzen koénnten durch Terpenfreisetzung gewarnt und so auf bevorstehende
Herbivorenangriffe ~ vorbereitet werden. In  Experimenten mit der Spinnmilbe
Tetranychus urticae (Arachnida: Tetranychidae) konnte festgestellt werden, daB befressene
Pflanzen der Limabohne, Phaseolus lunatus L. (Fabaceae), eine Mischung aus Duftstoffen
freisetzen, welche hauptsachlich aus Terpenenverbindungen besteht. Diese kénnen bei un-
beschadigten Pflanzen verschiedene Verteidigungsgene aktivieren (Arimura et al., 2000).
Terpene wie Limonen oder Pinen sind charakteristische Bestandteile von Blitenduft (Knud-

sen et al., 2006) und kdnnen eine wichtige Rolle bei der Anlockung von Bestaubern spielen.
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Auch die umgebende Lebensgemeinschaft von Pflanzen, welche Terpene produzieren, kann
durch diese Sekundarstoffe entscheidend beeinflusst werden. Terpene kénnen Keimung und
Wachstum von anderen Pflanzen hemmen, was sowohl konkurrierende Arten behindern, als
auch das Wachstum der eigenen Art steuern kann. Der BeifuBB, Artemisia californica Less.
(Asteraceae), und die Salbeiart Salvia leucophylla Greene (Lamiaceae) produzieren ver-
schiedene Terpene wie Cineol und Campher, welche in den Boden gelangen und in nieder-
schlagsarmen Gebieten dort verbleiben kénnen. Diese hemmen das Wachstum von anderen
Pflanzenarten derart, dass sich in direkitem Umkreis dieser Pflanzen kahle Flachen ohne

weiteren Bewuchs bilden kénnen (Romagni et al., 2000).

In Harzen kénnen Terpene neben ihrer giftigen und abschreckenden Wirkung noch weitere
Funktionen wie den Aufbau von mechanischen Barrieren Ubernehmen. Gegen Herbivoren
und Pilze wirksame Monoterpene wie z. B. Pinen [Abb. 1] kommen dort zusammen mit gifti-
gen und abschreckenden Diterpenensauren wie Abietinsaure [Abb. 1] vor. Bei Gewebever-
letzung kénnten die niedermolekularen Monoterpene den Transport der hochmolekularen
Diterpene zur Wunde beschleunigen, welche dort bei Kontakt mit Sauerstoff polymerisieren
und die Schadstelle versiegeln (Phillips und Croteau, 1999). Bei diesem Vorgang kénnen
auch Schadorganismen im aushartenden Harz immobilisiert werden. Als geféahrliche Baum-
schadlinge haben sich Borkenkéaferarten wie z.B. Ips typographus (Coleoptera:
Curculionidae) und Dendroctonus brevicomis (Coleoptera: Curculionidae) erwiesen, welche
nach Massenvermehrung groBe Baumbestande befallen und vernichten kénnen. Das von
geschéadigten Exemplaren der Ponderosa-Kiefer, Pinus ponderosa Douglas ex P. ex C. Laws
(Pinaceae), produzierte Harz enthalt zahlreiche flichtige Monoterpene und wirkt attraktiv auf
D. brevicomis (Wood, 1982). Nach der Erstbesiedlung werden von den Kéafern Aggregati-
onspheromone produziert, welche weitere Artgenossen anlocken. Diese Verbindungen kén-
nen auch aus Terpenen der Wirtspflanze gebildet werden, méglicherweise als Resultat einer
Entgiftungsstrategie der Herbivoren. I. typographus nutzt fir die Produktion des Aggregati-
onspheromons (+)-cis-Verbenol das Terpen (+)-a-Pinen seiner Wirtspflanze, der Gemeinen
Fichte, Picea abies (L.) H. Karst. (Pinaceae) (Phillips und Croteau, 1999). Andere Pheromo-
ne wie das von D. brevicomis aus pflanzlichem Myrcen gebildete (+)-Ipsdienol wirken absto-
Bend auf die Kafer und verhindern weitere Besiedlung der Wirtspflanze (Byers, 1982). Eine
andere gut untersuchte Wechselbeziehung zwischen spezialisiertem Herbivor und terpenhal-
tiger Wirtspflanze besteht zwischen den Maulbeerbaumen Morus nigra L. und M. alba L.
(Moraceae) und dem Seidenspinner Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae), welcher von
Terpenen als Lockstoff zum Auffinden seiner Nahrungspflanze abhéangig ist (Hamamura,
1959).
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Auch Insekten kénnen Terpene zur Verteidigung nutzen, indem sie die Wirkstoffe aus ihrer
pflanzlichen Nahrung aufnehmen oder auch selber produzieren. Die Larven der Roten Kie-
fernbuschhornblattwespe, Neodiprion sertifer (Hymenoptera: Diprionidae), wehren FraB-
feinde mit einem Sekret aus pflanzlichen Terpenen ab (Eisner et al., 1974).

Die Diversitat der Terpene ist besonders bedeutsam, wenn von der Pflanze nicht nur einzel-
ne Terpene genutzt, sondern, wie in Harzen, mehrere in Mischungen eingesetzt werden. So
lassen sich die vorteilhaften Wirkungen kombinieren. Bei Kommunikationen sind so spezifi-
schere Signale oder die Codierung von verschiedenen Nachrichten méglich. Auch die Ab-
wehr von Herbivoren kann gestarkt werden, da Anpassungen gegen mehrere Verteidigungs-
substanzen weniger wahrscheinlich sind. So kénnen verschiedene Terpene, welche gegen
unterschiedliche Schadorganismen wie z. B. Pilze, Insekten oder Sdugetiere wirksam sind, in
einer Pflanze gespeichert werden, was flr einen Schutz gegen ein breites Spektrum von
FraBfeinden sorgt. Die Wirkung von einzelnen Terpenen kann darlber hinaus in Mischungen
verstarkt werden. In Experimenten mit Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) wurde der
toxische Effekt einer Kombination aus zwei Monoterpenen zum Vergleich einer additiven
Wirkung zehnfach verstérkt (Hummelbrunner und Isman, 2001).

1.3 Pflanzen in Koevolution mit Herbivoren

Gut verteidigte Pflanzen Uben einen Selektionsdruck auf die herbivoren Organismen aus, die
ihrerseits Gegenstrategien entwickeln, um diese Pflanzen dennoch als Nahrungsquelle nut-
zen zu kdnnen. Oligo- oder monophage Insekten, die ein sehr begrenztes Wirtspflanzen-
spektrum von wenigen Arten oder sogar nur einer Art haben, kbnnen hochspezialisierte An-
passungen wie z. B. spezifische Entgiftungsmechanismen nutzen, um die chemische Vertei-
digung zu Gberwinden oder zu umgehen (Holzinger et al., 1992; Hartmann et al., 1999; Win-
de und Wittstock, 2011). Dies kann ihnen auf den Wirtspflanzen einen entscheidenden Vor-
teil gegendber weniger angepassten generalistischen Insekten einbringen. Als Folge des
hohen Spezialisierungsgrades sind diese Herbivoren jedoch stark vom Vorkommen und von
der Verteilung ihrer Wirtspflanze abhangig. Direkte Abwehrmechanismen der Pflanze sind
gegen diese Herbivoren aufgrund ihrer besonderen Anpassung haufig nicht erfolgreich. Es
kénnen jedoch als indirekte Abwehr auch fllichtige Stoffe freigesetzt werden, welche von
Pradatoren der Herbivoren detektiert werden kénnen und sie so zu ihrer Beute fihren (Kess-
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ler und Baldwin, 2002; Dicke und Baldwin, 2010; Erb et al., 2010). Diese Stoffe kénnen auch
von anderen Pflanzen erkannt werden und Abwehrmechanismen aktivieren (Karban et al.,
2003; Kessler et al., 2006).

Generalisten, welche ein breites Angebot an Wirtspflanzen nutzen, kénnen ihre Nahrung
flexibler auswahlen, sind aber ohne spezielle Anpassungen anfélliger fir die verschiedenen
Verteidigungsstoffe der Wirtspflanzen. Ist eine kritische Menge an Pflanzenmaterial aufge-
nommen, ist ein Wechsel der Wirtspflanze nétig. Wahrend dieser zeit- und energieaufwandi-
gen Suche nach neuer Nahrung sind Generalisten gegenlber ihren FraBfeinden starker ex-
poniert (Bernays, 1988; Bernays und Minkenberg, 1997).

Der Selektionsdruck der Pflanzen wirkt somit sowohl auf Generalisten als auch auf Spezialis-
ten, wobei immer die Herbivoren die héchste Fitness haben, die am erfolgreichsten die Ver-
teidigungsmechanismen der Pflanzen ausschalten oder umgehen kdnnen. Es ergibt sich
daraus ein Wechselspiel aus Strategie und Gegenstrategie. Wird von einer Seite eine wirk-
same Anpassung entwickelt, vergréBert sich der Selektionsdruck auf die Gegenseite, wo-
raufhin dieser Vorteil ausgeglichen und ein eigener Vorsprung ausgebaut wird, so dass
schlieBlich der Selektionsdruck wieder entgegengesetzt wirkt (Lankau, 2007). Aufgrund der
Ahnlichkeit dieses Vorgangs zur Entwicklung der Waffentechnik wird er ,evolutiondres Wett-

risten oder ,evolutionary arms race” genannt (Ehrlich und Raven, 1964).

Der Aufbau von Verteidigungsmechanismen ist jedoch flr die Pflanze mit Kosten in Form
von Energie und N&hrstoffen verbunden, die dann nicht mehr in Wachstum und Fortpflan-
zung investiert werden kdénnen (Heil, 2002; Strauss et al., 2002). Chemische Verteidigung ist
daher nur bei optimalem Kosten-Nutzen-Gleichgewicht sinnvoll, um die eigenen Uberlebens-
chancen und die der Nachkommen zu maximieren (lto und Sakai, 2009). Dies kann abhéan-
gig von den jeweiligen Umweltbedingungen auf unterschiedliche Weise erreicht werden
(Coley et al., 1985).

Wird eine Pflanze permanent durch Herbivoren bedroht, kann es von Vorteil sein, stédndig
Abwehrstoffe bereitzustellen. Bei dieser sogenannten konstitutiven Abwehr missen jedoch
kontinuierlich Verteidigungsstoffe synthetisiert und gelagert werden, was fir die Pflanze sehr
kostenintensiv sein kann (Herms und Mattson, 1992) und zusatzlich mit Gefahr durch Auto-
toxizitat der Abwehrsubstanzen verbunden ist (Wittstock und Gershenzon, 2002). Ist eine
Pflanze nur selten Angriffen von Herbivoren ausgesetzt, werden diese Kosten verringert,
indem sie Abwehrsubstanzen erst dann produziert, wenn sie auch bendétigt werden. Diese

durch die Herbivoren induzierte Abwehr schlieBt eine Signaltransduktionskette ein und bend-
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tigt eine gewisse Reaktionszeit der Pflanze, in der sie ihren FraBfeinden relativ schutzlos
ausgesetzt ist (Sequeira, 1983; Kessler und Baldwin, 2001).

In einer Kombination aus konstitutiver und induzierter Abwehr werden von der Pflanze relativ
kostenglinstige inaktive Vorstufen von Abwehrstoffen produziert und gelagert, diese jedoch
erst durch den Herbivoren in biologisch aktive Komponenten umgewandelt (Wittstock und
Gershenzon, 2002). Diese Mdglichkeit bezeichnet man als aktivierte chemische Verteidigung
oder ,chemische Bombe®. Beispiele fir die aktivierte Abwehr sind der enzymatische Abbau
von cyanogenen Glycosiden unter Freisetzung von Blausaure (Vetter, 2000) sowie das im
Folgenden vorgestellte Glucosinolat-Myrosinase-System (Halkier und Gershenzon, 2006)
[Abb. 2], [Abb. 3].

1.4 Das Glucosinolat-Myrosinase-System

1.4.1 Vorkommen, Aufbau und Bedeutung

Das Glucosinolat-Myrosinase-System kommt bei Pflanzen der Ordnung Capparales, darun-
ter bei den Familien Brassicaceae, Resedaceae und Capparidaceae vor (Rodman et al.,
1996). Zu den Brassicaceae gehdéren viele wichtige Nutzpflanzen wie Raps, Kohl, Senf, Ret-
tich, Radieschen und Meerrettich sowie der Modellorganismus Arabidopsis thaliana L.

(Brassicaceae).

Das System besteht aus zwei Hauptkomponenten, den Glucosinolaten und ihren hydrolyti-
schen Enzymen, den Myrosinasen. Glucosinolate oder Senfdlglucoside sind Thioglucoside,
die an einem GrundgerUst [Abb. 2] unterschiedliche Seitenketten tragen. Der Aufbau dieser
Seitenketten wird durch die Struktur der Aminosauren bestimmt, die als Vorstufen in die Bio-
synthese der Glucosinolate eingehen [Tab. 1] (Fahey et al., 2001; Mithen, 2001). Durch Mo-
difikationen der Aminosauren wie Kettenverlangerung sowie sekundare Seitenkettenveran-
derungen der synthetisierten Glucosinolate ergibt sich aus nur acht in die Biosynthese ein-
gehenden proteinogenen Aminosauren eine enorme strukturelle Vielfalt. Bisher sind mehr als
120 verschiedene Glucosinolate beschrieben worden (Fahey et al., 2001).
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Abb. 2: Vereinfachte Darstellung des Glucosinolat-Myrosinase-Systems

Isothiocyanat

Kommen Myrosinase und Glucosinolat (mit aliphatischer, aromatischer oder indolischer Seitenkette)
durch Gewebeschadigung in Kontakt, fihrt die Hydrolysereaktion unter Abspaltung von Glucose zum
instabilen Aglycon, welches sich spontan zu Isothiocyanaten umlagert.

Tab.1: Aminosauren mit
Glucosinolat-Biosynthese

unterschiedlicher

Seitenkette als Ausgangsverbindung der

Glucosinolate lassen sich abhangig von der Seitenkette der als Vorstufe dienenden Aminoséaure in
verschiedene Gruppen einteilen. In A. thaliana werden aus Methionin aliphatische, aus Phenylalanin
aromatische und aus Tryptophan indolische Glucosinolate gebildet.
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Glucosinolate und Myrosinase liegen im intakten Pflanzengewebe kompartimentiert vor und
kénnen zunachst nicht miteinander reagieren (Rask et al., 2000). Somit wird die vorzeitige
Hydrolyse der Glucosinolate und damit eine Selbstvergiftung der Pflanze verhindert. In Bli-
tenstangeln von A. thaliana wurde die Myrosinase in Idioblasten des Phloemparenchyms und
in SchlieBzellen gefunden (Husebye et al., 2002), Glucosinolate in schwefelreichen ,S-
Zellen® in direkter Nachbarschaft des Phloems (Koroleva et al., 2000). In Keimlingen vom
Braunen Senf, Brassica juncea L. (Brassicaceae), dagegen wurden in denselben Zellen so-
wohl Glucosinolate als auch Myrosinase detektiert (Kelly et al., 1998). Die raumliche Tren-

nung kann somit sowohl auf zellularer als auch auf subzellulérer Ebene stattfinden.

Wird die Kompartimentierung durch Beschadigung des Pflanzengewebes z. B. durch Herbi-
voren aufgehoben, kommen Glucosinolate und Myrosinase in Kontakt und bilden als ,Senf-
6lbombe* aktive Produkte (Matile, 1980). Dabei wird die thioglucosidische Bindung der
Glucosinolate durch die Myrosinase hydrolytisch gespalten, was zur Bildung eines instabilen
Aglucons unter Eliminierung von B-D-Glucose fihrt. Das Aglucon lagert sich spontan zu
Isothiocyanaten um [Abb. 2] (Bones und Rossiter, 1996; Rask et al., 2000). Unter bestimm-
ten Bedingungen kénnen andere Produkte gebildet werden [Abb. 3]. Die gebildeten
Hydrolyseprodukte sind fir viele biologische Wirkungen verantwortlich und bestimmen au-
Berdem maBgeblich den charakteristischen Geschmack und Geruch der Nutzpflanzen aus
der Familie der Brassicaceae.

Die Isothiocyanate sind hauptsachlich fir die vom Glucosinolat-Myrosinase-System ausge-
henden toxischen Effekte verantwortlich und kénnen als Gase, als Kontaktgifte oder erst
nach Resorption im Darm wirken. Die Toxizitat fur viele generalistische und spezialisierte
Insekten (Blau et al., 1978; Agrawal und Kurashige, 2003; Wittstock et al., 2003) als auch fur
andere Organismen wie Nematoden (Buskov et al., 2002), Mikroorganismen (Mithen et al.,
1986; Tierens et al., 2001) und Saugetiere (Schmid und Schmid, 1992) ist experimentell
nachgewiesen worden. Letzteren kommt durch Verwendung von Rapskuchen aus der Ol-
produktion als Futtermittel besondere wirtschaftliche Bedeutung zu (Mawson et al., 1994).

Die Verteidigungsfunktion des Glucosinolat-Myrosinase-Systems ist experimentell auch in
FraBtests mit intakten Pflanzen und generalistischen Herbivoren untersucht worden. So
werden z. B. Pflanzen von B. juncea mit hohem Glucosinolat- und hohem Myrosinasegehalt
durch Larven des Falters Spodoptera eridania (Lepidoptera: Noctuidae) weniger stark
geschadigt als Pflanzen mit niedrigen Gehalten an Myrosinase und Glucosinolaten (Li et al.,
2000). Gegen spezialisierte Insekten sind Glucosinolate jedoch als Verteidigungsmittel durch
spezifische Anpassungsmechanismen weitgehend wirkungslos (Mdller et al., 2001; Ratzka et
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Abb. 3: Das Glucosinolat-Myrosinase-System

Bei Beschadigung des Pflanzengewebes werden Glucosinolate durch Myrosinase hydrolysiert, was
zur Freisetzung des Glucoserests und Bildung eines instabilen Aglucons fiihrt. Dieses lagert sich
spontan zum Isothiocyanat um, bei niedrigem pH und in Gegenwart von Eisenionen kénnen auch
Nitrile entstehen. Unter dem Einfluss spezifizierender Proteine (TFP: Thiocyanatformendes Protein,
ESP: Epithiospezifizierendes Protein, NSP: Nitrilspezifizierendes Protein) entstehen anstatt der
Isothiocyanate alternative Produkte, n&mlich Thiocyanate, Epithionitrile und einfache Nitrile.
Thiocyanate kénnen nur bei Anwesenheit von TFPs aus 4-Methylthiobutyl-, Benzyl-, oder
Allylglucosinolat gebildet werden, wobei TFPs eine ausgepragte Substrat- und Produktspezifitat auf-
weisen. ESPs bewirken die Bildung von Epithionitrilen aus Glucosinolaten mit terminaler Doppelbin-
dung. Die Bildung von Epithionitrilen ist auch eine Nebenaktivitat von TFPs. Unter Einfluss von NSP
entstehen dagegen ausschlieBlich einfache Nitrile. Einfache Nitrile kénnen in Abh&ngigkeit von der
Glucosinolatstruktur auch als Produkte von ESP- oder TFP-katalysierten Reaktionen entstehen.
Indolglucosinolate wurden in dieser Abbildung aufgrund der instabilen Hydrolyseprodukte nicht be-
ricksichtigt.
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1. Einleitung

al., 2002; Wittstock et al., 2004). Herbivoren wie die Larven des Kleinen KohlweiBlings,
Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae), und der Kohlmotte, Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae), kébnnen die Bildung toxischer Hydrolyseprodukte verhindern. Sie nutzen intakte
Glucosinolate sogar als Signalstoffe zur Identifizierung ihrer Wirtspflanzen. In
Chemorezeptoren beider Spezialisten rufen Glucosinolate spezifische Antwortreaktionen
hervor und wirken fraBstimulierend (van Loon et al., 2002; Miles et al., 2005). Sie sind au-
Berdem bei der Wahl der Wirtspflanze zur Eiablage von Bedeutung (Stadler et al., 1995;
Sarfraz et al., 2006).

Zusétzlich zu Glucosinolaten und Myrosinase spielen in vielen Pflanzen spezifizierende Pro-
teine eine Rolle bei der Bildung von Hydrolyseprodukten. Diese erstmals aus der Krambe,
Crambe abyssinica Hochst. ex. R. E. Fries (Brassicaceae), isolierten Proteine (Tookey,
1973) besitzen selbst keine hydrolytische Aktivitat. Sie haben jedoch entscheidenden Ein-
fluss auf das Spektrum der gebildeten Hydrolyseprodukte, indem sie die Bildung von Nitrilen,
Epithionitrilen oder Thiocyanaten anstelle von Isothiocyanaten bewirken [Abb. 3] (Bernardi et
al., 2000; Foo et al., 2000; Lambrix et al., 2001; Matusheski et al., 2006; Burow et al., 2007;
Burow et al., 2009). Sie bieten der Pflanze dadurch die Méglichkeit, die Vielfalt der chemi-
schen Strukturen des Verteidigungsarsenals zu erhéhen. Aus einem Glucosinolat kénnen so
in Folge der Hydrolysereaktion bis zu vier Produkte entstehen. Das Spektrum der entstehen-
den Hydrolyseprodukte ist von der Struktur der Glucosinolatseitenkette, Reaktionsbedingun-
gen wie pH-Wert oder Metall-Cofaktoren wie Eisenionen sowie von der Substratspezifitat der
spezifizierenden Proteine gegenlber den Agluca der unterschiedlichen Glucosinolate ab-
hangig. Die biologische Wirkung der verschiedenen Hydrolyseprodukte, insbesondere der
Epithionitrile und Thiocyanate ist nur wenig untersucht. Sie unterscheiden sich jedoch in ih-
ren physikochemischen Eigenschaften, z. B. der Flichtigkeit, von den Isothiocyanaten, was
unterschiedliche Funktionen der Hydrolyseprodukte vermuten lasst. Als Beispiel werden Nit-
rile gegenliber Isothiocyanaten als weniger giftig angesehen (Wittstock et al., 2003). Daher
erscheint es aufgrund des verringerten Schutzes zunéachst nicht sinnvoll, sie anstatt der wirk-
samen Isothiocyanate freizusetzen. Nitrile kbnnen jedoch aufgrund ihrer héheren Flichtigkeit
eine Rolle als Botenstoff in tritrophen Interaktionen Ubernehmen. Der Steuerung der
Hydrolysereaktion durch die spezifizierenden Proteine kommt somit eine besondere Rolle bei
der Feinjustierung der pflanzlichen Verteidigung zu.
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Die strukturelle Vielfalt sowohl der Glucosinolate als auch der mdéglichen Hydrolyseprodukte
wirft Fragen nach ihrer 6kologischen Bedeutung auf, welche noch nicht vollstédndig geklart
sind. Die Untersuchung der biologischen Wirkung und ékologischen Funktion ist experimen-
tell nicht unproblematisch, da der Einsatz von Glucosinolaten und Glucosinolat-
Hydrolyseprodukten als Reinsubstanzen in Bioassays die nattirlichen Verhéltnisse nur unzu-
reichend simuliert. Durch ihren charakteristischen Geruch kénnten die Hydrolyseprodukte in
einer kunstlichen Diat entscheidenden Einfluss auf das Verhalten von Herbivoren haben,
natlrlicherweise wirden sie erst nach der Gewebeverletzung gebildet werden. Die hohe
Reaktivitat der Isothiocyanate kénnte zu Reaktionen mit kinstlichen Nahrungsmischungen
fihren, die ihre Wirksamkeit herabsetzen. Werden die intakten Glucosinolate in Diaten an-
geboten, kommt es nicht zur Bildung von Hydrolyseproduktien, da Myrosinasen fehlen. Ein
kompletter Nachbau des Glucosinolat-Myrosinase-Systems mit kinstlicher Diat ist bisher
noch nicht realisiert worden. Fir Biotests wurde haufig auf intakte Pflanzen zurlickgegriffen.
Experimente mit verschiedenen Pflanzenarten, die unterschiedliche Profile von
Glucosinolaten oder Hydrolyseprodukten aufweisen, sind zwar generell méglich, jedoch un-
terscheiden sich Pflanzenarten meist auch in anderen Eigenschaften, so dass eine gute Ver-
gleichbarkeit der Experimente nicht gegeben ist.

Durch die Verwendung von A. thaliana als Modellpflanze haben sich jedoch neue Ansétze
zur Untersuchung der Stukturdiversitat von Glucosinolaten und Hydrolyseprodukten ergeben.
Das Genom dieser Pflanze ist vollstdndig sequenziert und der gréBte Teil der an der
Glucosinolat-Biosynthese beteiligten Gene ist bekannt. Mit Hilfe des Bakteriums
Agrobacterium tumefaciens (Rhizobiales: Rhizobiaceae) sind Transformationen einfach und
effizient durchfihrbar. So steht gegenwartig eine Vielzahl von Mutanten mit unterschiedli-
chem Profil von Glucosinolaten und Hydrolyseprodukten fiir vergleichende Untersuchungen

zur Verflgung.
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