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Uber ein welkeerzeugendes Stoffwechselprodukt
von Fusarium lycopersici Sace.

Von N. Clauson-Kaas, PI. A. Plattner und Ernst Gawmann.

(Aus dem organisch-chemischen Institut und dem Institut fiir spezielle Botanik
' der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich.)

Eingegangen am 13. Juli 1944.

Die Ursachen des Welkens der von parasitischen Pilzen und Bak-
terien befallenen Pflanzen sind in den letzten Jahrzehnten wiederholt
untersucht worden. Eine kritische Zusammenfassung der Theorien iiber
die wihrend der Krankheit sich abspielenden Vorginge findet sich in
einer kiirzlich von Harris (1940) verstfentlichten Arbeit.

Als eine der Ursachen der pathologischen Welke sind vom Parasiten
ausgeschiedene giftize Stoffwechselprodukte angesehen worden. Es ist
schwierig, an befallenen Pflanzen den Anteil solcher Toxine am ganzen
Welkvorgang von der Infektion bis zum Absterben der Pflanze zu unter-
suchen. Einerseits ist hierbei eine stindige histologische Kontrolle der
erkrankten Pflanze notig, anderseits miissen die im Stoffwechsel, vor -
allem in der Transpiration auftretenden Anderungen laufend registriert
werden. Gleichzeitig sollten dann die vom Parasiten in die Zellen und
Leitungsbahnen der Pflanzen ausgeschiedenen Stoffwechselprodukte von
Zeit zu Zeit wihrend des Wachstums isoliert und womoglich quantitativ
bestimmt werden. SchlieBlich miiBte man versuchen, das ganze Krank-
heitsbild durch Einfiilhrung reiner Stoffwechselprodukte der Parasiten
in gesunde Pflanzen zu reproduzieren, um festzustellen, ob nicht noch
andere Faktoren, z. B. die mechanische Verstopfung der Leitungsbahnen,
einen EinfluB auf die Welkekrankheit haben. Nur durch eine in dieser
Art durchgefithrte Untersuchung kénnte ein Einblick in den EinfluB
gifticer Stoffwechselprodukte auf den Verlauf der Welkekrankheit -
erhalten werden.

Kulturfiltrate der meisten auf synthetischer Nihrlosung geziichteten
Parasiten iiben auf gesunde Pflanzen eine starke Welkwirkung aus. Fil-
trate von Kulturen saprophytischer Pilze konnen jedoch auch Welke
hervorrufen (Harris 1940). Bis heute wurden nur in einem Falle
(Wolf 1933) toxisch wirkende Extrakte direkt aus einer infizierten
Pflanze gewonnen.

Da sonst parasitisech lebende Pilze, auf kiinstlichen Nihrboden ge-
ziichtet, die bei Pflanzen welkehervorrufenden Stoffe wahrscheinlich
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ebenfalls bilden kénnen, haben wir versucht, solche Verbindungen, im
folgenden kurz Welkstoffe genannt, aus Kulturfiltraten zu isolieren.
Dieser Weg ist, solange iiber die chemische Natur der Welkstoffe nichts
bekannt ist, der einfachste und erfolgversprechendste. Fiir unsere Unter-
suchungen haben wir den Erreger der Tomatenwelkekrankheit, Fusa-
riwm lycopersici Sace., gewihlt.

Es gelang, eine Verbindung mit starker Welkwirkung, vermutlich
die einzige vorhandene, aus der Kulturfliissigkeit dieses Pilzes zu iso-
lieren. Uber die Reindarstellung und die chemischen Eigenschaften der
Welkstoffes — es handelt sich um eine saure, polypeptidartige Verbin-
dung der Bruttoformel (C,H,;0,N;), — wird anderswo berichtet werden
(Plattner und Clauson-Kaas, 1945).

Von fritheren Versuchen, aus toxischen Kulturfiltraten von Kul-
turen parasitischer Pilze die giftigen Substanzen zu isolieren, seien nur
diejenigen von Liidtke und Ahmet (1933) erwidhnt, welche Fil-
trate von Fusarium wvasinfectum untersucht haben. Durch Eindampfen
zur Trockene im Vakuum und Extraktion des Riickstandes mit Methanoi
gelang denselben eine gewisse Anreicherung der aktiven Verbindungen.
Auf Grund einiger Versuche mit unreinen Priparaten wurde dann an-
genommen, dafl der Welkstoff ein Amin, aber keine Aminosdure sei. Die
darauthin mit verschiedenen synthetischen Aminen und mit basischen
und neutralen Aminosiuren unternommenen Versuche zeigten, daB tat-
sédchlich in den beiden ersteren Stoffklassen Verbindungen mit Welk-
wirkung zu finden sind.

Ziichtung des Pilzes.

Der Pilz wurde in Erlenmeyerkolben von 400 e¢m® Inhalt auf
einer modifizierten Richardschen Nihrlosung (Luz, 1934) ge-
ziichtet und die Kulturen nach 2—4 Monaten in Chargen von 50 Kolben
aufgearbeitet. Das Aussehen der einzelnen Kulturen innerhalb eines An-
satzes war oft erstaunlich verschieden. Wir kénnen uns diese Erschei-
nung vorerst nicht erkliren. :

Die Herstellung der Pilzkulturen sowie die Ausfithrung der unten
besprochenen Welkversuche wurde in sorgfiltiger Weise von Frl. Frida
Speckert im Institut fiir spezielle Botanik der Eidg. Technischen
Hochschule, Ziirich, vorgenommen, wofiir wir ihr auch hier unsern
besten Dank aussprechen. :

Der Welktest.

Die Welkkraft der verschiedenen Losungen wurde an ganzen
Fiederblittern junger Tomatenpflanzen gepriift. Es sei gleich vorweg-
genommen, daf es nicht gelang, einen auch nur einigermaBen quanti-
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tativ auswertbaren Test zu erhalten, so daf die Isolierungsmethode
hauptsichlich auf Grund chemischer Uberlegungen ausgearbeitet werden
mubBte. -

Als bestgeeignetes Testmaterial erwiesen sich Fiederbldtter von
6—10 Wochen alten Tomatenpflanzen, deren Blattstiele 8—10 cm lang
waren. Die Blitter wurden in kleine, 8 cm® fassende Priparatengliser,
welche oben durch einen mit einer 6-mm-Bohrung versehenen Blech-
deckel verschlossen waren, eingestellt. Um individuelle Unterschiede der
einzelnen Blitter moglichst auszuschalten, wurden fiir jeden Test fiinf
Bliitter verwendet. Meistens waren aber diese Unterschiede nicht
sehr groB.

Die Wirkung des Welkstoffes wurde durch die Gegenwart be-
stimmter Stoffe stark gesteigert. Testlosungen, die wohl Welkstotf, aber
keinen Aktivator enthielten, zeigten fast keine Welkwirkung. Dieser
wichtige Befund, welcher die Isolierung anfangs sehr erschwerte, wird
weiter unten noch niher besprochen. Hier sei nur gesagt, daf eine Spur
von Ferrichlorid als Aktivator wirkt.

In allen Versuchen konnten zwei Welkblldm deutlich unterschieden
werden :

1. Der Stiel blieb aufrecht, wurde etwas diirr, behielt aber annihernd
den urspriinglichen Durchmesser. Die Blitter zeigten schwarze
Flecken und wurden rasch sprode. Sie rollten sich am Blattrand
etwas auf. Dieses Welkbild wurde von einer mit verdiinnter Natron-
lange auf pH 7 gebrachten, 0,1prozentigen Losung des reinen
Welkstoffes, der eine Spur Ferrichlorid zugegeben worden war,
hervorgebracht.

2. Der Stiel bog sich, wurde weich und schlaff. Der aus der Losung
herausragende Tell trocknete schlieBlich ganz aus und schrumpfte
zu einem diinnen Faden zusammen. Die Blitter rollten sich stark
ein, wurden sehr schlaff und firbten sich schwarzgriin bis schwarz.
Lrst nach einiger Zeit wurden sie sprode und diirr. Dieser zweite
Welktypus wurde an Blidttern beobachtet, die in filtrierte Kultur-
fliissigkeit gestellt wurden.

Die beiden hier angegebenen Welktypen stellten nur zwei Grenz-
fille dar. Wihrend der Isolierung des Welkstoffes kamen stindig Frak-
tionen zur Priifung, weleche Zwischenformen der beiden Welkbilder ver-
ursachten.

Es war sehr schwierig, genau reproduzierbare Ergebnisse sowohl in
bezug auf Welkbild wie auf Welkgeschwindigkeit zu erhalten, solange
die Losungen des Welkstoffes groBere Mengen anderer Stoffe enthielten.
Mit reinem Welkstoff und einer Spur Ferrichlorid als Aktivator war die
Welkgeschwindigkeit dagegen in der Hauptsache nur von der Konzen-
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tration abhiingig. Das Welkbild bei Konzentrationen iiber 0,05 % glich
immer dem ersten Typus.

7 em® einer 0,05prozentigen Losunw des reinen Welkstoffes (mit
wenig Ferrichlorid) brachten ein Tomatenblatt im gleichen Zeitraum
zum Welken wie 7 cm® der Kulturfliissigkeit. 1 Liter Kulturfliissigkeit
sollte also 500 mg Welkstoff enthalten, wihrend wir in einem Fall bei
der Verarbeitung von 3,7 Litern Kulturfiltrat (aus 50 Kolben) nur
89 mg/i analysenreiner Substanz isolieren konnten, was einem Verlust
von ungefihr 80 % wihrend der Aufarbeitung entspricht.

Obwohl eine Berechnung der Ausbeute auf Grund der Welkwirkung
ohne Beriicksichtigung der Begleitstoffe sehr unsicher ist, glauben wir,
daf tatslichlich etwa 73 des Welkstoffes wiithrend der Isolierung ver-
lorengehen, und zwar durch Inaktivierung. Diese Annahme wiirde auch
mit den chemischen Eigenschaften des Welkstoffes iibereinstimmen. Ein
schonenderes Tsolierungsverfahren als das von uns verwendete wiirde
wahrscheinlich bessere Ausbeuten ergeben. Die Einfachheit unserer
Methode lieb uns jedoch bis heute auf eine weitere Verfeinerung des
Isolierungsverfahrens verzichten.

Welkversuche mit ‘reinem Welkstoff.

2 mg Welkstoff - 0,04 mg Eisen als Ferrichlorid in 7 em® Wasser
gelost und mit verdiinnter Natronlauge auf pH 7 eingestellt, brachten
ein Tomatenblatt innerhalb 36 bis 60 Stunden vollig zum Welken. Ohne
Eisenzusatz setzte das Welken nach 70 bis 90 Stunden ein, und nach
100 bis 150 Stunden war das Blatt erst vollig welk.

Bei groBerer Verdiinnung nimmt die aktivierende Wirkung des
Eisens ab. So brachten 0,3 mg Welkstoff, in 7 em® Wasser geldst, ein
Blatt nach starker Chlorose in zirka 150 Stunden zum Welken, und zwar
sowohl mit als auch ohne Zusatz von 0,003 mg Eisen.

Um diese bemerkenswerte Aktivierung des Welkstoffes durch Eisen
ndher zu untersuchen, haben wir gepriift, ob vielleicht einige andere
Verbindungen (u.a. Hydrochinon) dhnliche Wirkung besitzen; sie waren
jedoch alle inaktiv. Dagegen erwies sich ein von Pascal (1908) be-
schriebener alkaliloslicher Eisenkomplex von der Zusammensetzung
Na;Fe,(P,0,), ebenfalls als aktiv. Auch durch griBere Mengen anorga-
nischer Salze, u.a. solcher, die in der Kulturlosung vorhanden sind,
konnte die Aktivitit etwas erhoht werden.

Ob sich in der Kulturlosung ein Aktivator befindet, dessen Wirkung
mit der des Eisens vergleichbar ist, lieB sich nicht sicher entscheiden.
Jedenfalls ist das urspriinglich als Ferrichlorid zugesetzte Eisen nicht
mehr als Ferri-Ion vorhanden. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daB
wihrend des Pilzwachstums alkalilgsliche Elﬂenkomplexverbmdungen
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wie der obenerwiihnte anorganische Pyrophosphatkomplex, entstanden
sind. Auch organische Eisenkomplexverbindungen kénnen sich in der
Kulturfliissigkeit befinden. So bildet z. B. Zitronensdure, die als Pilz-
stoffwechselprodukt hiufig beobachtet worden ist, Verbindungen mit
Eisen, die beim pH der Kulturfliissigkeit (ca. 8) nicht gefillt werden.

Uber den Verlauf des Welkprozesses.

Lindford (1931) zeigte, dall das Transpirationsverhdltnis bei
mit Fusarium infizierten Erbsen nach einem stetigen Abfall in einigen
Filllen Lkurz vor dem Absterben der Pflanze etwas anstieg. Er schlof
aus seinen Versuchen, daf die vom Pilz ausgeschiedenen Toxine die
Fihigkeit der Pflanze, ihre Transpiration zu regulieren, zerstort hatten.
Lindfords experimentelles Material war nicht sehr reichhaltig.
Andere Autoren konnten spiter seine Beobachtungen bei Versuchen mit
andern Pflanzen nicht bestitigen (Harris, 1940). Es wurde nur eine
stetige Abnahme des Transpirationsverhiltnisses festgestellt.

Bei unsern vorldufigen qualitativen Versuchen mit einzelnen Blit-
tern haben wir eine #hnliche Beobachtung gemacht wie Lindford.
Die in eine Welkstofilosung eingestellten Blidtter nahmen bis zur vol-
ligen Welke mehr Wasser auf als in Brunnenwasser stehende Kontroll-
blatter. Das Transpirationsverhiiltnis, iiber die ganze Periode genom-
men, war also groBer als 1.

Ein anderer Versuch zeigte, daB das Welken bei Blittern, die im
Dunkeln gehalten wurden, iiberhaupt nicht einsetzte. 5 in Tépfen wach-
sende Tomatenpflanzen wurden 15 Stunden im Dunkelraum aufbewahrt.
Von jeder Pflanze wurde darauf ein Fiederblatt abgeschnitten und im
Dunkeln in einer 0,03prozentigen Welkstofflosung mit Ferrichlorid-
zusatz gepriift. Nachdem die Pflanzen 3 Stunden im Tageslicht gestan-
den hatten, wurden nochmals 5 Blidtter abgenommen und in der gleichen
Losung bei Licht gepriift. Nach 50 Stunden waren die Lichtblitter vollig
welk und ein Teil des Wassers in den Testglisern verbraucht. Zur glei-
chen Zeit waren die Dunkelblitter noch ganz frisch und hatten nur eine
kaum merkbare Wassermenge aufgenommen. Die Dunkelblitter wurden
jetzt ins Licht gebracht; sie welkten nun vollstindig in 40 Stunden
unter starker Wasseraufnahme. Es scheint also, daf das Welken ein-
zelner Tomatenblidtter mit reinem Welkstoff bei geringer Transpiration
nicht eintritt.
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