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Summary. — Resveratrol (trans-3,54-trihydroxy stilbene) is excreted by
wounded leaves of all Vitaceae tested if the wound margins make contact to a cellulosic
substratum (filter paper) soaked with inducer substances in aquous solution. These
substances, including mono- and disaccharides, some polysaccharides and Cu'™ ions are
active down to concentrations of 0,001 %. The inducing activity is not due to pH effects,
the most potent inducers are alginate and mucic acid, which is known to be a metabo-
lite of Botrytis cinerea growing on Vitis.

Some toxic substances including phenyloxyalkylcarbonic acids and some metabolic
inhibitors as desoxyglucose prevent the excretion of resveratrol, which is then accumu-
lating in the leaf tissue at some distance around the wound margin.

Cytological observations by fluorescence microscopy have shown that trans-res-
veratrol induced in the leaf is deposited within small areas of the cytoplasm of single
cells or in the periplasm, probably near plasmodesmata. From there it is distributed
evenly into the cell walls. Under the influence of sunlight or after UV irradiation by
the microscope lamp it is transformed to cis-resveratrol, which is then absorbed rapidly
by the stomatal cells. This effect may be inhibited by a treatment with desoxyglucose.

Einleitung

Stilbene kommen in Pflanzen meist im verholzten Sprof3 oder in der Wurzel vor
(Literatur bei Lanccake und Pryce 1976, RuppricH et al. 1980). Von einigen Hydroxy-
stilbenen ist bekannt, daf3 sie bei der Abwehr von pflanzlichen und tierischen Para-
siten wirksam sind. Vitaceen synthetisieren in ihren Blittern unter dem Einfluf3 von
Schidigungen das Resveratrol (trans-3,5,4-Trihydroxystilben). Dieses selbst, vor al-
lem einige Abkdmmlinge, wie die Viniferine (LaNccake und Pryce 1977) und das Pte-
rostilben (Lanccaxke et al. 1979), haben fungitoxische Eigenschaften und koénnten
mithin als Phytoalexine bezeichnet werden.

Resveratrol 148t sich in den Bléttern aller bisher daraufhin untersuchten Vita-
ceen nach kurzwelliger UV-Bestrahlung nachweisen, wenn diese so intensiv ist, da3
nach etwa einem Tag sonnenbrandidhnliche Schiden auftreten. Unter natiirlichen
Bedingungen wird die Bildung des Stilbens u. a. durch Pilzbefall induziert. Es tritt
in einer etwa 1 mm breiten Zone im gesunden Gewebe um die Pilzldsionen herum auf.
Vorversuche zeigten, dal sowohl in den Zellwénden, als auch im Kulturfiltrat von
Botrytis cinerea Stoffe enthalten sind, welche die Bildung des Resveratrols indu-
zieren kénnen. Analog zu den Befunden bei der Induktion anderer Phytoalexine
(Literatur bei DrysparLe 1978) war die Existenz von Auslosefaktoren (Elicitoren)
postuliert worden. Nach Lanccake und McCartHy (1979) ist die Botrytis-Resistenz
einiger Rebsorten mit ihrer Fidhigkeit zur Resveratrolbildung korreliert. Um dies
bei einem breiten Spektrum von Reben testen zu kénnen, wire es wiinschenswert,
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statt der schlecht reproduzierbaren direkten Botrytis-Infektion einen gereinigten
und definierten Induktionsstoff benutzen zu konnen. Reinigungsversuche zeigten
jedoch bald, daB3 es sich um eine ganze Gruppe von Faktoren handeln muBte, deren
unterschiedliche Molektilgréen und Eigenschaften bislang Reinigung und n&here
Charakterisierung verhinderten.

Deshalb wurde zunichst eine Reihe definierter chemischer Substanzen auf ihre
Einsatzmoglichkeit als Induktoren gepriift. Erginzend wurden fluoreszenzmikro-
skopische Untersuchungen vorgenommen, da liber den Syntheseort des Resveratrols
und dessen spiteres Schicksal bislang nur makroskopische Beobachtungen vorlagen.

Material und Methoden

Das Rebenmaterial filir die Untersuchungen an Blidttern verschiedener
Wildarten und Sorten wurde dem Sortiment der BFA fiir Rebenziichtung entnom-
men (Artenliste in Bacumann 1978). Nachdem keine prinzipiellen Unterschiede zwi-
schen einzelnen Vitaceen auftraten, wurden die weiteren Tests ausschlieBlich an
Blattmaterial der immergriinen Arten Tetrastigma (frither Vitis) lanceolaria und
T. voineriana durchgefiihrt, um auch im Winter arbeiten zu kénnen.

Die Applikation der Testsubstanzen (Serva, Heidelberg), die in 3
verschiedenen Konzentrationen in Wasser gelést waren (falls von der Loslichkeit
her moglich: 0,1—, 0,01 — und 0,001 %ig), geschah wie folgt:

1. Aus Vitaceen-Blittern wurden quadratische Stiicke.geschnitten (Kantenlinge 15
mm) und auf Filterkarton (Schleicher und Schiill, Nr. 2105) gelegt, der mit der
Testlosung getrinkt war.

2. Die Blidtter wurden oberflédchlich durch flache Einschnitte bzw. -stiche verwun-
det und auf die Verletzungen 50-u1-Tropfchen der Testlésung aufgebracht; diese
blieben in der feuchten Kammer mehrere Tage erhalten, ohne vom Blatt aufge-
sogen zu werden.

3. Mittels einer Injektionsspritze, die mit Schraube und Manometer versehen war,
wurden die Losungen mit 0,8 bar in den Stiel eines gesunden Blattes injiziert;
bei diesem Druck traten nie Schiddigungen des Blattes auf und es konnten — je
nach Blattart — etwa 100 @l/h eingespritzt werden.

Die Identifizierung des Resveratrols erfolgte dinnschichtchroma-
tographisch auf Mikropolyamidplatten (Nr. F 1700 von Schleicher und Schiill) mit
Athylacetat/Methanol (4/1) + 3 % Essigsdure als Laufmittel anhand von Vergleichs-
substanzen. Das Resveratrol wurde dazu aus dem Blatt bzw. Unterlagskarton mit
Methanol herausgelost.

Die UV-Induktion von Resveratrol geschah durch 5 min Bestrah-
lung mit einer Hanau-Quarzrdhre (35 W, Type 5135) aus 10 cm Entfernung.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden an ei-
nem Zeiss-Photomikroskop II durchgefiihrt. Auflichtuntersuchungen konnten an
ganzen Blattstlickchen vorgenommen werden; fiir Durchlichtanalysen wurden die
unfixierten Blitter mittels eines Vibratoms (Oxford) in etwa 30 um dicke Flach-
bzw. Querschnitte zerlegt und in Wasser unter einem Deckglas betrachtet.

Zur priparativen Isolierung von Resveratrol aus Rebholz
wurde Abfallschnittholz nach Zerkleinern in einem Schnitzelwerk zu Pulver zer-
mahlen und mit 50%igem Methanol extrahiert. Der triibe wiBrige Riickstand nach
Abdampfen des Methanols wurde mit Ather ausgeschiittelt, dieser abgedampft, der
Riickstand in wenig 50%igem Methanol aufgenommen und auf einer Sephadex G 25-
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Substanzen, die Rebblidtter zur Synthese und/oder Ausscheidung von Resveratrol aus
Wunden auf eine Papierunterlage anregen
Substances inducing the formation and/or the excretion of resveratrol from wounds on
a paper substratum

Testsubstanz Ausscheidung Induktion im Blatt Nekrosen im Blatt
Glucose + +-1) = =
Fructose, Maltose + = ==
Galactose -+ = =
Arabinose, Fucose + = —
Xylose, Ribose + — =
Saccharose, Raffinose ++ — —
Sorbit, Inosit, Mannit + — =
Glucuronsaure + -+ — —
Galactarsdure + ++ — —
Alginséure F=et — —
Arabinogalactan ++ — —
Ficoll-Paque?) i — —~
Kethoxal?) + - —
2-Desoxy-D-ribose?) s + —
2-Desoxy-D-glucose?) — + ++
Apfelsiure ++ — —
Ascorbinsiure ++ — —
Acetylsalycylsidure + — =
Glutaminsdure ++ i —
Adenin + + ++
Thymin + - —
Guanosintriphosphat Fete = —
Adenosintriphosphat ++ - —
NAD e o — —
Thiouracil + (mit Ver- — —
zdgerung)
Chlormethylphenoxyessigsiure?®) — +
Dichlorphenoxyessigsdure®) + + +
Trijodbenzoesiure?) — ++
Hydroxymercuribenzoesiures8) + + +
4-Fluorphenylalanin®) +++ — —
N-Acetyl-D,L-2-fluorphenylalanin?) + - -
Thioharnstoff ++ ++ -
Carbamylphosphat — ++ +
Chloramin T + + —
Ammoniummolybdat + 4+ + ++
Streptomycinsulfat + -+ - .
Titriplex IIT +++ ++ —
Dimethylsulfoxid +++ ++ +
CuSO, — ++ —

1) +++ = 30 ug Resveratrol/10 mm Blattkante in den ersten 24 h, ++ etwa 10 ug, + etwa 3 ug.
2) Polymer aus Saccharose + Epichlorhydrin,

3) Teilpolymerisiert, blockiert Guaninreste.

4) Glycolyse-Inhibitor.

5) Hemmt Membrantransport von Glucose.

6) Herbizid.

7) 2,4-D-Antagonist, eventuell membranwirksam.

8) Sulfhydrylreagenz.

9) Phenylalanin-Antagonist.
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Sdule fraktioniert. Resveratrol und die Viniferine lieBen sich dabei frennen. Die Res-
veratrolfraktion wurde eingedampft und in mdoglichst wenig heiBer 30%iger Essig-
sdure aufgenommen. Aus dieser kristallisierte die Substanz in spiefligen Kristallen
(Abb. 3 d) aus.

Ergebnisse und Diskussion

1. Induktionswirkung von Chemikalien

Da uns bislang keine fluorimetrische Methode zur Verfligung stand, um die
Menge von induziertem Resveratrol in Losung zu messen, wurde diese an einigen
Beispielen durch Vergleich der Fluoreszenzintensitit auf Filterkarton mit derjenigen
von Verdiinnungsreihen mit reinem Resveratrol ermittelt.

Die grofiten Mengen des Stilbens werden von Rebenblittern dann produziert,
wenn man ihm Gelegenheit gibt, aus einer Wunde auf ein Zellulosesubstrat heraus-
zudiffundieren. Als gilinstig hat sich dafiir besonders nichtfluoreszierender Filter-
karton erwiesen. Um moglichst groBe Wundrinder zu cchaffen, wurden Stiicke
aus dem Blatt herausgeschnitten und auf den Filterkarton ausgelegt. Dieser diente
gleichzeitig als Tréger fiir die Induktionslosung, falls sie nicht direkt auf das Blatt
aufgetragen wurde.

Da Filterkarton und Luft feuchtigkeitsgesittigt waren, kann ein Verdunstungs-
effekt als Ursache fiir den Austritt des Resveratrols ausgeschlossen werden. Bringt
man keimende Sporen von Botrytis cinerea in Nidhrlésung (BacumannN und Braicu
1979) auf, so tritt ebenfalls Induktion von Resveratrol und gelegentlich Keimungs-
hemmung auf, deren Ausdehnung sich mit der Resveratrolfluoreszenz deckt (Abb.
1 a). Die Feststellung, daBl die Glucose im Nidhrmedium den gréBten Anteil an der
Induktionswirkung hatte, fiihrte zu den folgenden Untersuchungen.

Zur Kontrolle wurden Blattstiicke auf Karton gelegt, der nur Wasser enthielt.
Dabei trat meist nach etwa 1-—2 d eine geringfiigige Menge von Resveratrol aus, und
zwar bei jungen Blittern nur in Spuren, bei dlteren etwas mehr.

Werden in dem Wasser Substanzen gelost, so kann man diese nach ihrer Wir-
kung in mehrere Klassen einteilen (Tabelle):

1. Stoffe, die keine merklich héhere Produktion verursachen als die Kontrolle (nicht
in die Tabelle aufgenommen); hierzu zéhlen u. a. Hydroxychinolin, Thiamin, Va-
nillin, Phenylalanin, Glycin, Athanol, Methanol, Propanol, Pb-Acetat und CoCl,.

2. Stoffe, die eine mehr oder weniger verstidrkte und vor allem frithere Ausschei-
dung von Resveratrol aus den Wundréndern hervorrufen (Abb. 1 b), wobei dieses
im Blatt selbst nur manchmal an den Réndern nachzuweisen ist, und ’

3. solche, die den Austritt des Resveratrols aus den Réndern blockieren, abeif da-
fiir eine Ansammlung im Blatt selbst hervorrufen (Abb. 1 d). Ferner bewirk(;n

4. viele Substanzen gleichzeitig Ausscheidung und Induktion im Blatt selbst.

Unterschiedliche Konzentrationen der Chemikalien (0,1—0,001%) brachten keine
qualitativen, sondern nur quantitative Unterschiede in der Wirkung.

Gruppe 3 enthilt Substanzen, von denen bekannt ist, daB sie als Hemmstoffe
im Stoffwechsel fungieren, und die deshalb mehr oder weniger giftig wirken. Hier-
zu z#dhlen u. a. einige Herbizide, SH-Gruppen-Reagenzien und interessanterweise
auch Titriplex, von dem man annehmen kann, da es einige Enzyme durch Blockie-
rung ihres Co-Metalls inaktiviert.

Die Blattstiicke zeigen an den Wundrédndern nach 24 h meist eine 1—2 mm breite
Zone, in der das Chlorophyll unter dem UV-Mikroskop nicht mehr seine typische
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Fluoreszenz zeigt. Diese Zone wandert spdter konzentrisch nach innen. Resveratrol
findet sich stets nur in dem angrenzenden gesunden Gewebe. Entsprechendes gilt
fir die Applikation dieser Stoffe an Verletzungen bei ganzen Blittern. Abb. 1 ¢ zeigt
ein Anfangsstadium; die dort applizierte, stark verdiinnte Desoxyglucoselésung
flihrte erst nach langerer Inkubation zum Absterben der Wundrénder.

d

Abb. 1: Blattstiicke von Tetrastigma lanceolaria auf Filterkarton. EinfluB verschiedener
Induktionslosungen (0,001 °%ig). Aufnahme im langwelligen UV-Licht nach 24 h Inkuba-
tionszeit. — a) Suspension von Botrytis-Konidien in glucosehaltiger Nahrlosung: Eine
Keimhemmzone tritt auf, die Resveratrolfluoreszenz zeigt. — b) Auf Galactarséure:
Resveratrol wird ausgeschieden. — c¢) Mit Nadel eingeritzt und oberfldchlich mit Desoxy-
glucose behandelt: Resveratrol bildet sich entlang den Verletzungen. — d) Auf Chlor-
methylphenoxyessigsdure: Resveratrol zeigt sich im Blatt.

Leaf sectors of Tetrastigma lanceolaria on filter cardboard; influence of solutions
(0,001 %) of different inducing substances. — Photos were taken in longwave UV light
after a 24-h incubation period. — a) On a suspension of Botrytis conidia in nutrient so-
lution containing glucose: Germination is inhibited within a fluorescing zone due to
excreted resveratrol. — b) On mucic acid (0,001 °%o): Resveratrol is excreted. — c¢) Leaf
scratched with a needle and treated with desoxyglucose: Resveratrol is formed along
the injuries. — d) On chlormethylphenoxyacetic acid: Resveratrol shows up in the leaf.
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In Gruppe 2 finden wir Substanzen, die nicht als giftig gelten — hauptséchlich
Metabolite des normalen Stoffwechsels hoherer Pflanzen oder auch Pilze. Diese re-
gen das Blatt zu einer starken Ausscheidung von Resveratrol aus den Wundrindern
an. Im Blatt selbst tritt dieses nicht oder hochstens in einer schmalen Zone am
Wundrand in Erscheinung. Hier handelt es sich meist um Oligo- und Polysaccharide,
organische Sduren und Phosphate. Die stirkste Wirkung geht von Zuckersduren
aus, die u. a. auch als Produkte von Botrytis cinerea bekannt sind (Krerrr 1977).
Auch Cu*™-Ionen wirken induzierend, wie diese ja auch bei Bohnen imstande sind,
eine Phytoalexin-Produktion hervorzurufen. Auch — von kleinen Molekiilen frei-
gewaschene — Zellwandhomogenisate von Pilzen wirken stark induzierend.

_Rf.E =

|Rf.2

Abb. 2: TLC-Chromatogramm der Umlagerung von trans- zu cis-Resveratrol; rechts Fo-
to (nach einem Farbdia), links erlduternde Skizze: S = Start; bei der 1. Chromatogra-
phie (einfacher Pfeil) wandert das trans-R. nach 1 und wird dort UV-bestrahlt; die 2.
Chromatographie mit demselben FlieBmittel (Doppelpfeil) trennt trans-R. (2) und cis-R.
(2 a), ein Phenanthren bleibt bei 1 sitzen; die 3. Chromatographie (Dreifachpfeil) nach er-
neuter Bestrahlung und Lagerung im Dunkeln zeigt, dal in Fleck 2 und 2 a jeweils wie-
der Phenanthren (bleibt sitzen) und die beiden Resveratrole enthalten sind; die Flecken
V und X sind Verunreinigungen des Prdparats (Abbauprodukte u. ., z. T. ebenfalls wéh-
rend des Tests durch Bestrahlung verdndert). Im Original kdonnen die Stoffe leicht durch
unterschiedliche Fluoreszenz differenziert werden (trans-R. hellblau, cis-R. hellgriinlich-
blau, Phenanthren bréaunlichrosa).

TLC-chromatogram of the interconversion of trans-resveratrol to cis-resveratrol (from
a colour slide). On the left, explanatory sketch: S = start; during the first development
single arrow) the trans-r. migrates to 1 and is UV-irradiated there; the second develop-
ment (same eluent, double arrow) separates trans-r. (2) and cis-r. (2 a), a phenanthrene
rests on 1; the third development (triple arrow), after another irradiation and some
hours in the dark, shows spots 2 and 2 a, respectively, to contain again both resveratrols
and phenanthrene; spots V and X are contaminations (degreadation products, partly due
to irradiation). The identification on the chromatogram is easy, due to the different
colour of fluorescence (trans-r. light blue, cis-r. light greenish-blue, phenanthrene
brownish-pink).
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Werden Stoffe aus den Gruppen 2 und 3 gemischt appliziert, so dominiert die
Giftwirkung; d. h. eine induzierte Ausscheidung wird durch das Zellgift verhindert.
Allerdings tritt die Giftwirkung langsamer ein als die Induktion.

Meist reagieren die wéBrigen Losungen der getesteten Verbindungen neutral
oder leicht sauer. Um im letzteren Fall den Induktionseffekt der Substanz von der
Wirkung des pH-Werts ihrer Losung differenzieren zu kénnen, wurden auch Versu-
che mit Puffern unterschiedlicher Zusammensetzung gemacht. Hierbei zeigten sich
Induktionen im basischen Bereich, bei Phosphatpuffern auch Wirkungen durch héhe-
re Phosphatkonzentrationen. Die geringste oder keine Wirkung trat jedoch bei dem
leicht sauren pH (3—4) auf, den auch die wiBrigen Losungen unserer stidrksten
Induktoren (Alginsdure und Galactarsiure) aufweisen.

Durch Injektion der Testsubstanzen in den Blattstiel wird eine Resveratrol-
bildung nur dann induziert, wenn der Druck soweit gesteigert wird (iiber 1 bar),
dafl es im Geféfisystem zu ZerreiBungen mit Austritt von Fliissigkeit ins Gewebe
kommt.

2. Zytologische Beobachtungen

Wenn Resveratrol chemisch liber eine Verfetzung oder durch Botrytis-Befall
induziert wird, so kann man unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachten, dafl es
zundchst nicht gleichmiBig in Zellen oder Zellwinden verteilt ist, sondern daB in-
nerhalb der Zelle lokale Anhiufungen auftreten. Ob diese im Zytoplasmaschlauch
selbst und/oder auBlerhalb, im periplasmatischen Raum lokalisiert sind, konnte bis-
lang noch nicht festgestellt werden. Nach Rupprica und KinpL (1978) ist die Resvera-
trolsynthase-Aktivitit bei Rheum mit Zellmembranen — wahrscheinlich bestimmten
Organellen — assoziiert. Anhdufungen innerhalb benachbarter Zellen liegen sich
oft gegeniiber, scheinen also mit Plasmodesmen in Verbindung zu stehen. Schlief3-
zellen mit einer derartigen Resveratrolbildung wurden nicht beobachtet. Nach eini-
gen Stunden ldsen sich die Anhdufungen wieder auf, und die Substanz verteilt sich
gleichmiéfBig in die Zellwinde, die gewissermafBien ,imprigniert“ erscheinen. Dies
paflt zu der Beobachtung, dal Resveratrol in vitro eine starke Affinitéit zu Zellulo-
sefasern hat.

Nach Induktion in der Epidermis durch Bestrahlung mit kurzwelligem UV-
Licht werden die beschriebenen Anhidufungen seltener beobachtet, die Fluoreszenz
findet sich meist von Anfang an gleichmiBig verteilt. Schliezellen fallen dabei zu-
néchst nicht besonders auf, sondern erscheinen wie normale Epidermiszellen. Blatt-
querschnitte zeigen, dafl die stidrkste Stilbenbildung in oder dicht unter den Epider-
men stattfindet, im Palisadenparenchym ist nur wenig zu sehen, im Schwamm-

Abb. 3: a—c) Mikroaufnahmen der unteren Epidermis von Tetrastigma-Blittern im
langwelligen UV-Licht: a) Resveratrolbildung nach Induktion durch einen Nadelstich
und einen Tropfen Desoxyglucose-Losung. — b) Aufnahme des Resveratrols in die
Schlieflzellen nach seiner Umlagerung in die cis-Konfiguration infolge Bestrahlung. —
c) Nichtinduziertes (resveratrolfreies) Blatt nach 12 h Inkubation in einer trans-Resvera-
trol-Losung (gesittigt, man beachte die Kristalle in der rechten oberen Ecke); die Zell-
winde fluoreszieren bldulich, die Spaltéffnungen griinlich. — d) trans-Resveratrol-
Kristalle.

a—c) Photomicrographs of leaves of Tetrastigma (lower epidermis) in longwave UV-light:

a) Formation of resveratrol in the cells after induction by a needleprick and a droplet

of desoxyglucose solution. — b) Uptake of resveratrol by the stomata after its trans-

formation to the cis-configuration by UV irradiation. — c¢) Control leaf (free from

resveratrol) after a 12-h incubation in a solution of trans-resveratrol (saturated, see the

crystals in the upper corner); cell walls are fluorescing light blue, stomata light green.
— d) Crystals of trans-resveratrol.
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parenchym nichts. Die Blattadern haben eine besondere Affinitdt zu diesem Stoff,
vor allem das Phloem leitet es in 24 h etwa 0,5—1 mm weit in beiden Richtungen
vom Induktionsort weg (Abb. 1 ¢). Wie sich das Xylem verhilt, kann wegen seiner
starken gelben Eigenfluoreszenz nicht beurteilt werden. Spitestens 3 d nach der
Induktion verschwindet das Resveratrol auch im Dunkeln wieder vollstindig aus
dem Blatt. Es wird wahrscheinlich aktiv abgebaut, denn ausgetretenes, an Zellulose
adsorbiertes bleibt in der Dunkelheit wochenlang erhalten.

3. Verhalten des Resveratrols

Bei dem von Reben synthetisierten Resveratrol handelt es sich um die trans-
Form (LAanccake und Pryce 1977). Diese steht mit dem cis-Rerveratrol im Gleichge-
wicht, das unter dem EinfluB3 von Licht, besonders im UV-Bereich, zunehmend auf die
Seite der cis-Form verschoben wird, was sich leicht im Diinnschichtchromatogramm
demonstrieren 148t (Abb. 2). Das chromatographisch rein aufgetragene trans-Res-
veratrol bildet einen hellblau fluoreszierenden Fleck (R;-~Wert unter unseren Bedin-
gungen etwa 0,2). Nach etwa 1 min Bestrahlung mit der Lichtquelle des Auflicht-
fluoreszenz-Mikroskops wird der Fleck griinlichblau. Eine erneute Chromatographie
in die zweite Dimension zeigt, da sich nun ein griinlich fluoreszierender Fleck mit
geringfligig hoherem R;-Wert abtrennen 148t — das cis-Resveratrol. Nachdem das
Chromatogramm einige Stunden im Dunkeln gelegen hat, beobachtet man, daf3 die
Substanz z. T. wieder in die trans-Form umgelagert wird. Lingerdauernde Bestrah-
lung bewirkt allerdings u. a. eine irreversible Cyclo-Dehydrogenierung des cis-Res-
veratrols zum Phenanthren, das als bridunlich fluoreszierender Fleck am Start sit-
zen bleibt (BLackBurn und Timmons 1969).

Diese Vorginge konnen auch im Blatt ablaufen. Nach 1 h Sonnenbestrahlung —
unter intensivem UV-Licht sogar binnen weniger min — verschwindet die blaue
Fluoreszenz aus dem Gewebe. Auf der unteren Epidermis zeigt sich dabei eine
Besonderheit: Hier beginnen die Schliezellen der Spaltoffnungen griinlich zu fluo-
reszieren (Abb. 3 b). Zu erkldren wire dieser Effekt als Zerstérung des Resveratrols
durch die Bestrahlung, bei gleichzeitiger Neusynthese einer unbekannten, griinlich
fluoreszierenden Substanz in den SchlieBzellen, doch sprechen mehrere Griinde
dagegen:

1. In Blittern oder Blattzonen, die nicht induziert wurden, d. h. kein trans-Resvera-
trol enthalten, war es nie moglich, durch Bestrahlung eine Fluoreszenz in den
Schlie3zellen hervorzurufen.

2. Wird_ein Flachschnitt aus der unteren Epidermis eines unbehandelten Blattes
zusammen mit einem Kristall Resveratrol in Wasser unter ein Deckglas gelegt,
so 1&Bt sich nach einem Tag eine blduliche Fluoreszenz der Zellwéinde und eine
griinliche der SchlieBzellen beobachten; diese kénnen also von auflen ,gefiittert”
werden. Die lange Inkubationszeit erklirt sich aus der Schwerloslichkeit des
Stilbens (Abb. 3 c).

3. Durch Behandlung (z. B. Einreibung der Blattunterseite) mit einer 0,01%igen
Desoxyglucose-Losung wird das Auftreten der Fluoreszenz in den SchlieBzellen
blockiert — #dhnlich wie die Resveratrolausscheidung aus Schnittkanten (S. 233)
verhindert wird. Worauf dies zuriickzufiihren ist, bleibt unklar. Desoxyglucose
blockiert spezifisch den Glucosetransport durch die Zellmembran. Konzentrierte-
re Losungen dieses Hemmstoffes rufen bei Reben starke Schddigungen in den
Blidttern hervor. Man konnte an eine unspezifische Storung des Membrantrans-
ports denken.
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Alle Beobachtungen belegen, daB die Fluoreszenz der SchlieBzellen tatsichlich
von cis-Resveratrol herriihrt, das offensichtlich aktiv und spezifisch aufgenommen
wird. Die Aufnahme selbst wird nicht durch die Bestrahlung induziert, denn man
beobachtet sie auch bei dlteren induzierten Bléittern, die schon einige Tage in der
feuchten Kammer gelegen haben. Auch im Dunkeln wird aus dem trans- immer
etwas cis-Resveratrol gebildet. Dieses scheint von den SchlieBzellen gierig aus dem
Gleichgewicht entfernt zu werden, so daB sich neues nachbildet.

Ob dieser Vorgang einen biologischen Sinn hat, ist derzeit ungewiB, aber selbst
als Artefakt erlaubt er doch Riickschliisse iiber Transportmechanismen des Res-
veratrols und bietet Ansatzpunkte zu deren Untersuchung.

Zusammenfassung

Resveratrol (trans-3,5,4’-Trihydroxystilben) wird durch verletzte Blitter aller
bisher untersuchten Vitaceen ausgeschieden, wenn die Wundrinder in Kontakt mit
einem Zellulosesubstrat (Filterpapier) stehen, das mit einer wéBrigen Losung in-
duzierender Substanzen getridnkt ist. Als gute Induktoren wirken u. a. viele Mono-
und Disaccharide, Polysaccharide und Cu*-Ionen; sie sind aktiv bis herunter zu
Konzentrationen von 0,001%. Die Induktionswirkung ist nicht auf pH-Effekt zu-
riickzufiihren. Am wirkungsvollsten waren Alginsdure und Galactarsdure, die als
Metabolit von Botrytis cinerea auf Vitis bekannt ist.

Einige toxische Substanzen, u. a. Phenoxyalkylcarbonséduren und einige Inhibito-
ren wie Desoxyglucose, verhindern die Ausscheidung von Resveratrol, fiihren aber
zu dessen Ablagerung im Blattgewebe selbst.

Zytologische Beobachtungen im Fluoreszenzmikroskop zeigten, daB induziertes
trans-Resveratrol im Blatt zunichst entweder im Zytoplasma und/oder im Peri-
plasma — anscheinend in der Ndhe von Plasmodesmen — in Form lokaler Anhdu-
fungen auftritt. Danach verteilt es sich gleichméBig in die Zellwénde. Unter dem
Einflu von Sonnenlicht oder durch die UV-Bestrahlung mit der Mikroskopleuchte
lagert es sich in seine cis-Form um, die dann innerhalb kurzer Zeit von den Schlie3-
zellen aufgenommen wird. Dieser Effekt kann durch Desoxyglucose unterdriickt
werden.

Fiir die technische Durchfiihrung der Versuche bedanken wir uns bei den Mitarbeitern
der Anstalt, insbesondere der Abteilung fiir Genetik und Cytologie.
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