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Abstract

Isolation of a constitnent from Taxus baccata L. and Taxus baccata cv. fastigiata Lound. with insecticidal
and metamorphosis disrupting effects on Epilachna varivestis Muls. (Col., Coccinellidae)
Extracts from Taxus baccata L. ground leaves and Taxus baccata cv. fastigiata Loud. cause insecticidal
effects on third and fourth instar larvae of Epilachna varivestis Muls. The molt events of fourth instar
larvae to pupae and of pupae to adults are disrupted. These effects occur only after oral application.
The biologically active constituent is isolated by solvent fractionation of the acidified concentrate from
methanolic extracts, by two successive liquid column chromatography steps and by preparative TLC.
The component is detected after TLC (R value 0.35, chloroform-methanol, 88-12) by fluorescence
quenching or by staining with vanillin sulfuric acid. Spectral investigations reveal max (methanol) at
228 nm and 264 nm. The retention time on a RP-18, 5um LiChroSpher, 4 x 250 mm column (HPLC)
is 3.20 min (acetonitril-water, 45-55). The chemical identity of the component as taxane derivative and

its possible mode of action as primarily cytotoxic are discussed.

1 Einleitung

Die seit dem Altertum bekannte Giftigkeit der Eiben fiir den Menschen und einige seiner
Nutztiere fithrte zu intensiven Studien tiber thre Inhaltsstoffe (HEGNAUER 1962; KHAN et
al. 1976; MoreLLr 1976; MiLLer 1980; HEGNAUER 1986). Der Schwerpunkt dieser
Untersuchungen lag auf medizinisch-toxikologischem Gebiet.

Die Beobachtung, daf§ Eiben nicht von Blattliusen und kaum von anderen Schadinsek-
ten befallen werden, veranlafite ScamipT (1953), mogliche fraflabschreckende und insekti-
zide Wirkungen auf verschiedene Insekten zu untersuchen. Er konnte jedoch weder mit
wissrigen und alkoholischen Rohextrakten noch mit der Alkaloidmischung Taxin in
Kontakt- und Frafltests die erwarteten Wirkungen erzielen. Ebensowenig gelang es
WRIGHT und SPATES (1972), mit Petrolether-Extrakten eine juvenoide Wirkung im Stomo-
xys-Biotest nachzuweisen. Erst ScHUSTER (1982) stellte mit Eibenextrakten Hiutungssto-
rungen bei Epilachna varivestis fest und vermutete, dafl dafir die in Eiben nachgewiesenen
Ecdysteroide (HorrMEISTER et al. 1967; TakeMoTO et al. 1967) verantwortlich seien. In
weiteren Untersuchungen (SCHANNE 1987) konnte gezeigt werden, daf§ Extrakte aus Taxus
baccata 1. und Taxus baccata cv. fastigiata Loud. die Viertlarvenentwicklung und Meta-
morphose von E. varvestis in charakteristischer Weise beeinflussen. Die vorliegende
Veroffentlichung beschreibt die Isolierung des Wirkstoffes sowie die Schadeffekte bei
Dritt- und Viertlarven.

Die in dieser Verdffentlichung dargestellten Ergebnisse sind Teil einer Dissertation.
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2 Material and Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Junge Triebe von T. baccata cv. fastigiata (?) sowie junge Triebe in Bodennihe wachsender, nicht
fruktifizierender Aste von T. baccata (?) wurden wihrend der Sommermonate Juli und August 1986
geerntet, im Trockenschrank bei 40 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und in einer Kaffee-
miihle zu einem feinen Pulver gemahlen. Bis zur Extraktion wurde dieses dann in Vorratsbehiltern im
Dunkeln bei Zimmertemperatur gelagert.

2.2 Insektenmaterial

Die Larven von Epilachna varivestis Muls. stammten aus der Zucht des Instituts fiir Phythopathologie
und Angewandte Zoologie der Universitit Gieflen. Sie kénnen problemlos unter den von SteeTS
(1976) beschriebenen Bedingungen gehalten werden. Als Testtiere dienten synchronisierte Drittlarven
(Ls) und Viertlarven (Ly).

2.3 Extraktion und Isolierung

Rohextrakte wurden unter Stickstoffatmosphire bei 55 °C auf einem Magnetrithrer oder in einem
Soxhlet-Extraktor hergestellt (FEUERHAKE und ScHMUTTERER 1982) und durch Lagerung bei ~18 °C
entfettet.

Fiir die Siulenchromatographie fanden Glassiulen (20 x 1,50 ¢cm) Verwendung. Chromatogra-
phiert wurden jeweils 50 mg Substanz an 14 g Kieselgel 60 (70-230 mesh) mit 150 ml Laufmittel bei
einer Flufirate von 3 ml/min.

Die analytische Diinnschichtchromatographie (DC) erfolgte an Polygram Sil G/UV,s4 Platten (5 x
10 em, 0,25 mm Schichtdicke) und Kieselgel 60 F,s4 Platten fiir die nano-DC (5 x 10 cm, 0,25 mm
Schichtdicke). Fiir die semipriparative DC (PSC) wurden Kieselgel 60 Fpsy Platten (5 x 10 cm,
0,25 mm und 0,5 mm Schichtdicke) verwendet. Die Auswertung erfolgte im UV,s; oder nach
Anfirbung mit Vanillin-Schwefelsiure. Banden bzw. Bandenbereiche wurden mit Ether (tertidrer
Methylbutylether) eluiert.

UV-Spektren wurden mit einem Beckman DU-50 UV-Spektrophotometer aufgenommen.

Zur analytischen HPLC (Merck/Hitachi, 655A-11 Liquid Chromatograph, 655A Variable Wave-
length UV-Detektor, D-2000 Chromato-Integrator) wurde eine RP-18-Siule (5 pm LiChroSpher
250 X 4 mm mit Vorsiule 4 X 4 mm) benutzt und als mobile Phase Acetonitril-Wasser (45:55) bei
einer Flufirate von 1 ml/min eingesetzt’.

Zur Extraktion und Ausschiittelung des Wirkstoffes dienten Lésungsmittel mit pA-Qualitit, Die
Chromatographie erfolgte in Lésungsmitteln fiir die Chromatographie. Konzentrationen in Prozent
oder ppm geben das Verhiltnis des Gewichts geldster Substanz und Ldsungsmittelvolumen (w/v) an.

2.4 Biotest

In dem leicht modifizierten Frafitest von STEETS (1976) wurden je zwei Ls-Larven oder zehn Ls-
Larven eine Blattfliche von 49 cm? angeboten, auf die 400 ul der Testlésungen (in 50 % MeOH)
aufgepinselt worden waren. Nach einem Tag erfolgte das Umsetzen auf unbehandelte Pflanzen. Jede
Konzentrationsstufe wurde mit 10 Tieren getestet. Alle Testlésungen, die bei Konzentrationen tiber
1000 ppm (0,1 %) keine Wirkung zeigten, galten als unwirksam. L-Larven wurden 2 pl Losung (in
1 % unvergilltem Ethanol in Insektenringer) mit einer Hamiltonspritze injiziert.

3 Ergebnisse
3.1 Substanzisolierung

3.1.1 Vorreinigung

Zur Reinigung der Rohextrakte wurde ein Verfahren zur Fraktionierung entwickelt (Abb.
1), das grobe Stofftrennungen sowohl nach dem Prinzip der Verteilung zwischen wafiriger
Phase und nicht mischbaren organischen Lésungsmitteln als auch nach dem Prinzip der
Salzbildung bzw. Zerlegung von Salzen ermoglichte. [hm zugrunde liegen ein Extraktions-

2 Trennungen durch HPLC wurden zusammen mit Dr. ERMEL am Institut fiir Phytopathologie und
Angewandte Zoologie der Universitit Gieflen durchgefiihrt.
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modell nach HARBORNE (1984) und ein modifizierter Stas-Otto Analysengang (AUTER-
uorF und Kovar 1977). Die Wirkungsschwellen der Fraktionen II und IV + V lagen im
Biotest mit 120 ppm auf vergleichbarem Niveau. Fraktion II enthielt jedoch mehr polare
Verunreinigungen. Sie kann hauptsichlich zur schnellen Aktivititspriifung von Pflanzen-
material hergestellt werden, wihrend Fraktion IV + V durch Saulenchromatographie
weiter gereinigt werden kann.

[?rockenes, gepulvertes Pflanzenmateriql]

l

80% Methanol (Ethanol)
60 min (50°C)
Zentrifuge

1

Rohextrakt (I)
Konzentrieren auf 1/5 des Volumens

pH 1 mit 2 M H2SO4 {30 min)

v '

Ausschiitteln mit Chloroform (3 x) Ausschiitteln mit Ether (3 x)
|

! v v
Organische Phase Organische Phase (III) wissrige Phase
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Abb. 1. Modell zur Reinigung eines methanolischen Rohextraktes aus Taxus baccata (cv. fastigiata)
fir die Saulenchromatographie (Modifiziert nach HaRBORNE [1984] und AuTERHOFF und Kovar
[1977))

3.1.2  Siulenchromatographie

Nach Elution mit einem fiinfstufigen Toluol-Ethylacetat Gradienten (Sdule 1) waren die
Fraktionen Toluol-Ethylacetat (4:6) und (2: 8) biologisch wirksam. Die Wirkungsschwelle
der vereinigten Fraktionen lag bei 50 ppm. Eine zweite Saulenchromatographle mit
Chloroform-Methanol (9:1) erbrachte eine Fraktion, die bis auf geringe Verunreinigungen
nur den Wirkstoff enthielt und deren Wirkungsschwelle bei 10 ppm lag. Biologisch aktiv
erwies sich eine Fraktion von 50 ml, die gewonnen wurde, nachdem eine im sichtbaren
Licht zitronengelbe Bande im Eluat erschien.

3.1.3 Diinnschichtchromatographie

Das Laufmittel Chloroform-Methanol (88:12) ergibt eine optimale Bandendifferenzierung
der vorgereinigten Proben. Das Eluat der Bande mit dem Ri-Wert 0,35 war das einzige
Bandeneluat mit biologischer Wirkung. Die Trennung in verschiedenen Laufmitteln zeigte
die Homogenitit der Bande: Ethylacetat-Methanol-Wasser (100:13,5:10) R¢-Wert 0,58;
Ethylacetat-Toluol (8:2) Re-Wert 0,19; Chloroform-Aceton (3:2) Ri-Wert 0,25,
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3.1.4 UV-Spektrum und HPLC

Das durch PSC gewonnene Bandeneluat hatte in Methanol ein Absorptionsmaximum bei
228 nm und eine Schulter bei 264 nm. Die HPLC-Chromatogramme (Abb. 2) zeigten den
Peak des Wirkstoffes in verschieden stark gereinigten Proben bei einer Retentionszeit von
3,20 min (Laufmittel: Acetonitril-Wasser [45:55]).
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Abb. 2. HPLC-Chromatogramme mit dem Peak der biologisch aktiven Substanz (Retentionszeit:
3,20 min) in verschieden stark gereinigten Proben unterschiedlicher Konzentration. Laufmittel:
Acetonitril-Wasser (45:55), Detektion: 228 nm, Papiervorschub: 1 cm/min, Schreiberabschwichung:
8 mV (A und B), 32 mV (C). A und B: Biologisch aktive Fraktionen der ersten und zweiten
Siulenchromatographie, C: Bandeneluat des Wirkstoffes nach priparativer DC der biologisch wirksa-
men Fraktion der zweiten Siulenchromatographie

-k -4

3.2 Biologische Wirkung

Eine biologische Wirkung war nur nach oraler Substanzapplikation zu erzielen. Versuche
mit topikaler Applikation sowie Injektion der Wirksubstanz verliefen negativ.

3.2.1 Schadensymptome

Nach der Applikation waren bei Ly-Larven 3 grundsitzlich verschiedene Schadverliufe zu
beobachten: :

1. Larvenschidigung unter Ausprigung eines spezifischen Schadbildes. Die Versuchs-
tiere nahmen nur eine geringe Menge behandelten Futters auf und stellten dann den Frafl
endgiiltig ein. Kurz danach bewegten sie sich nur noch sehr langsam oder gar nicht mehr;
ihre Extremititen zitterten unkontrolliert. Bereits nach wenigen Stunden waren sie ventral
eingekrimmt, in Thorax und Abdomen hatten sich der parietale und viscerale Fettkorper
aufgeldst, wie Priparationen und histologische Untersuchungen zeigten. Der Mitteldarm
enthielt braunen Inhalt und war durch das Integument sichtbar. In diesem Zustand
verblieben die Larven und trockneten schliefflich aus.

2. ,Unspezifische* Larvenschidigung. Die Versuchstiere fraflen das gesamte Blattma-
terial, ohne Wirkungen zu zeigen. Nach dem Umsetzen auf unbehandelte Bohnenpflanzen
wurde aber kaum noch oder kein Futter mehr aufgenommen. Die Tiere konnten die
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Larvalentwicklung nicht beenden und starben als ,Dauerlarven®. Entweder waren dufler-
lich keine Schadensymptome erkennbar, oder der thorakale Fettkdrper wurde aufgelést.

3. Metamorphosestdrungen. Frafleistung und Dauer des L4-Stadiums entsprachen
denen unbehandelter Kontrollen. Aber die Ly-Larven verpuppten sich nicht oder nur
unvollstindig bzw. die Puppen konnten sich nicht oder nur unvollstindig zu Imagines
hiuten. Schidigungen von Puppen waren nur selten zu beobachten.

Das Schadbild konnte durch die Konzentration des Wirkstoffs und das Alter der L4-
Larven zum Zeitpunkt der Applikation beeinflufit werden. Nach Applikation niedriger
Konzentrationen® reagierten 5, 24 und 48 h alte Ly-Larven mit Metamorphosestrungen.
Bei hohen Konzentrationen wurden L;-Larven, die im Alter von 5 und 24 h behandelt
wurden, vor allem unspezifisch geschadigt. Dagegen zeigten im Alter von 48 h behandelte
Ls-Larven fast ausschliefflich das spezifische Schadbild.

Behandelte L;-Larven zeigten Schadensymptome, die den unter 1. dargestellten von L,-
Larven vergleichbar sind. L;-Larven waren aber wesentlich empfindlicher. Metamorpho-
sestdrungen konnten nicht beobachtet werden.

3.2.2 Sensibilitit

Die Sensibilitit im Verlauf der Entwicklung von L3;- und Ls-Larven stimmte insofern
iiberein, als beide Stadien zu Beginn am empfindlichsten waren und wihrend der Entwick-
lung ein leichter Sensibilititsverlust zu beobachten war. Am letzten Tag der Nahrungsauf-
nahme ging die Empfindlichkeit trotz unverminderter Fraflleistung ginzlich verloren.

4 Diskussion
4.1 Chemische Zuordnung des Wirkstoffes

Die angewendeten Methoden lassen nur eingeschrinkte Aussagen iiber die Identitit des
isolierten Wirkstoffes zu. Nach dem Léslichkeitsverhalten ist der Wirkstoff ein Neutral-
stoff mit miflig polaren Eigenschaften und der Stoffklasse der Terpenoide oder Phenole
zuzuordnen (AUTERHOFF und Kovar 1977; HARBORNE 1984).

Die frither aus T. baccata isolierten Triterpenoide 20-Hydroxyecdyson und Ponasteron
A sind als Wirkstoffe auszuschliefen: Im Dunnschichtchromatogramm war die 20-
Hydroxyecdysonbande (Laufmittel Chloroform-Methanol [88:12], R-Wert 0,16) nicht
mit der hier ermittelten Wirkstoffbande identisch. Die UV-Spektren von 20-Hydroxyec-
dyson und Ponasteron A (Absorptionsmaxima bei 242 bzw. 244 nm [Methanol], Hors-
MaNN und HEeTrU 1983) unterschieden sich vom UV-Spektrum des Wirkstoffes. Auch das
fir Wirbeltiere toxische Taxin B (vgl. ScHULTE 1975) als Hauptbestandteil der Alkaloid-
mischung Taxin kann ausgeschlossen werden. Wie erwihnt konnten mit Taxin keine
Wirkungen auf Insekten erzielt werden (Scumipr 1953). Taxin kann, abgesehen vom
Arillus des Samens aus allen Pflanzenteilen von T. baccata isoliert werden (RoTH et
al.1984), im Epilachna-Biotest sind jedoch nur Extrakte aus Trieben in Bodennihe
wachsender, nicht fruktifizierender Aste wirksam. Grar (1958) gibt fiir Taxin B ein
Absorptionsmaximum von 276 nm (Methanol) an, FROHNE und PrieiLLa (1965) fiir das
Gesamttaxin 272 nm (Chloroform). Des weiteren bevorzugt Taxin B bei der Verteilung
zwischen organischem Lésungsmittel und Wasser die wissrige Phase (GraF et al. 1963).
Dies steht im Gegensatz zu den hier beschriebenen Fraktionierungsergebnissen.

Dennoch ist es moglich, daff der gefundene Wirkstoff der fiir die Familie der Taxaceae

D}e Termini ,niedrige” bzw. ,hohe“ Konzentration sind in diesem Beitrag relativ zu verstehen: Sie
bez'lehen sich auf den Konzentrationsbereich zwischen Wirkungsschwelle und EC-100, der vom
Reinheitsgrad der applizierten Lésung abhingt.
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typischen Stoffgruppe der Taxanderivate (Diterpenpolyalkohole und -polyester) zuzuord-
nen ist. So isolierten — auf dhnliche Weise wie hier beschrieben — z. B. Mc LAUGHLIN et al.
(1981) aus Taxus wallichiana 3 Substanzen, die sie als Taxanderivate identifizierten und
geben nach Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel im System Chloroform-Methanol
(9:1) den R¢-Wert 0,35 an. Des weiteren sind UV-Absorptionsmaxima im Bereich von
220-230 und 260-280 nm typisch fiir Taxanderivate (SENILH 1984).

Die Frage nach der Identitit des gefundenen Wirkstoffes kann letztlich nur mit
Methoden der analytischen Chemie geklirt werden.

4.2 Wirkungsmechanismus

Aufgrund der bei Viertlarven auftretenden Schidigungen sind folgende Wirkungsweisen
der Substanz denkbar:

1. Cytotoxische Effekte filhren zumindest in bestimmten Teilen des larvalen Fettkor-
pers zur Zelldesintegration. Dies hat die Storung entscheidender Stoffwechselfunktionen
und damit die irreversible Unterbrechung der Larvalentwicklung zur Folge.

2. Die Stérungen der postlarvalen Hiutungen sind Sekundireffekte cytotoxischer
Ereignisse. Partielle oder véllige Dysfunktion von Epidermis- oder Fettkdrperzellen
kénnte die Bildung von pupaler und imaginaler Cuticula behindern, die hormonelle
Regulation stéren oder den Bewegungsapparat pathologisch verindern.

Der Befund, daf nur orale Applikation eine biologische Wirkung erzielt, deutet darauf
hin, dafl der Wirkstoff im Verdauungstrakt oder wihrend der Darmpassage metabolisiert
wird und erst als Metabolit seine Wirkung entfaltet. Moglicherweise sind iltere, aber noch
fressende Dritt- und Viertlarven mit ihrer volligen Unempfindlichkeit nicht mehr in der
Lage zu metabolisieren.
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Zusammenfassung

Extrakte aus Taxus baccata L. und Taxus baccata cv. fastigiata Loud. hatten insektizide Wirkung auf
Dritt- und Viertlarven von Epilachna varivestis. Puppen- und Imaginalhiutung wurden gestort. Wir-
kungen waren nur nach oraler Applikation zu erzielen. Die Aufarbeitung von methanolischen
Rohextrakten durch Vorreinigung, 2 Siulenchromatographien und semipriparative Diinnschichtchro-
matographie fithrte zur Isolierung der biologisch aktiven Substanz. Der Wirkstoff konnte nach
Diinnschichtchromatographie an Kieselgel 60 mit dem Laufmittel Chloroform-Methanol (88:12) im
UV3s4 und durch Vanillin-Schwefelsdure bei einem Ri-Wert von 0,35 nachgewiesen werden. Sein UV-
Absorptionsspektrum (Methanol) zeigte Maxima bei 228 und 264 nm. Seine Retentionszeit nach
HPLC an einer RP-18 Saule (5 um LiChroSpher, 4 x 250 mm) mit dem Laufmittel Acetonitril-Wasser
(45:55) war 3,20 min. Die Zuordnung der Substanz zur Gruppe der Taxanderivate und ihre Wirkung
als Folge cytotoxischer Ereignisse werden diskutiert.
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