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Tab&e 1. Verzeichnis der verwendeten Pilzst;imme 

Stamm 
Nr. Name Herkunft* 

I 
II 
III 
IV 
V 
VI 
VII 
VIII 
IX 
X 
XI 

XII 

XIII 
XIV 
xv 
XVI 

Fusarium sporotrichioides Sherb. 
F. merismoides corda 

F. oxysporum Schlecht ex Fr. 1. medicqinis (Weimer) Snyder und Hansen 
F. jaoanicum Koord. var. radicicola Wollenw. 

F. semirectum Berk. und Rav. 
F. oxysporum Schlecht ex Fr. t Iycopersici &cc.) Snyder und Hansen 

F. anguioides SherbakoH 
F. auenaceum (Fr.) Sacc. 
F. citriforme Jamalainen 

F. oxysporum Schlecht ex Fr. f. Apii (Nelson und Sherbakofl) Snyder und Hansen 
F. hi 

F. lini 

Gibberella fujikwoi (SAW) WR 
G. fijikwoi (SAW) = G. sanbinetti 

G. zeae (Schw.) Pesch 
Fusarium aquaeduatium 

(CBS 180.32) 
(CBS 186.34) 
(CBS 179.29) 
(CBS 203.32) 
(CBS 63.57) 
(CBS 167.30) 
(CBS 172.32) 
(CBS 386.62) 
(CBS 253.50) 
(CBS 184.38) 

(CBS. Schering 
AG. Berlin) 

(CBS 713, Schering 
AG, Berlin) 

(CBS 186,56) 
(CBS 26554) 
(CBS 389,62) 

(Mikrobiologie 
Minister) 

* CBS: Centralbureau voor Schimmelcultures. Baam,!Niederlande 

nach dem meru-oder ortho- Spaltungstyp verwertet 
werden kann. 

Die verwendeten Fusarien sind ebenfalls in der Lage, 
1,3-Dihydroxyaromaten (Resorcin, 2,CDihydroxyben- 
zoesaure) gut zu verwerten, die von den me&en 
Organismen nicht verwertet werden [vergl. l] und t%r 
die noch keine gut ausgearbeiteten Abbauwege bekannt 
sind [17]. 

Neben den gut verwertbaren Monomethoxy-Verbin- 
dungen wie pMethoxybenzoedure und Ferulas;iure 
wird such die von vielen Organismen nicht abbaubare 
Veratrumsaure (3,4_DimethoxybenzoeGiure [l]) katabo- 

lisiert. Hierbei waren allerdings vergleichsweise llngere 
Induktionsperioden erforderlich. Von Coriolus wrsicolor 
und Xuntochrous pini wird Veratrumlure iiber Vanillin- 
tiure und Protocatechutiure abgebaut [18]. Der friiher 
untersuchte Stamm von Fusarium oxysporum Schkxht 
[l] konnte zwar Vanillinsiiure. nicht aber Veratrum- 
oder Isovanillinsaure verwerten. Es ist weiterhin bekannt, 
daB die mikrobiellen 0-Demethylasen eine ausgepmgte 
SpeziWit fur die meta- oder para-Position besitzen 
[19,20]. Versuche mit allen in Tabelle 2 genannten 
Wmmen ergaben, daB neben der mit kurzen Induktions- 
zeiten schnell abbaubaren Vanillin9ure such die Iso- 

Tabelle 2. Aroma&he Vcrbindungen, die auf ihren Abbau durch 16 verschiedene Fusarienst;imme getestet wurden 

Sramm Nr 
SUhStUlZ I II 111 IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV xv XVI 

Brcnzalahm 
Rcsorcin 

Phloretm 
Rcsacetophcno” 
2’A’.Q_Tnhydroxychalko” 
N*n”genid 
.2’.4’..6’.4-Tctrahvdroxv- 

chalkon 4..&&xid 
7.4’~Dihydroxybanon 
Dlhydroqucrcetm 
( f Katechm 
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+ = Abgebaut. 
+ + = Schnell abgebaut (ohne hingere Induktionszeit). 
v = Vemndert, keine vollst&ndige Abnahme der Extinktion. 
- = Kein Abbau oder UmwandIung festgestellt. 
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vanonen, Dihydroflavonolen, Flavonolen, G&chin und 
Isohavonen (Daidzein, Biochanin A) die wichtigsten Fla- 
vonoidklassen verwertet werden. Hier scheinen die 
Fusarien den bisher untersuchten Aspergillus- und Peni- 
cilliumarten iiberlegen zu sein [vergl. 1,163. Bei Dihydro- 
quercetin und Catechin ist zu bemerken, daI3 es sich um 
einen vollstimdigen Abbau und nicht eine Phenolase- 
abhlngige Polymerisation handelte (keine Absorption 
bei ca 42045Onm). 

4 8 12 

Zeit, hr 

Abb. I. Geschwindigkcit der “C0,-Bildung aus (3-O-Methyl- 
“C~Veratrumsiiure (Kurve A) und (4-0-Methyl-‘*C)-Vera- 
trumtiure (Kurve B) durch Fusarium jaoanicum var. mficicola 

(Stamm IV, Tabelle 1). 

Im Gegensatz zu Aspergillus Jarus [28] wird das 2’- 
Hydroxyflavonol Morin nicht abgebaut (Tabelle 2), 
obwohl Fusarien flavonol- abbauende Organismen sind 
(vergl. Rutin in Tabelle 2 und [ 11). Die mangelnde Fahig- 
keit zum Abbau von 2’-Hydroxytlavonolen ist such bei 
Flavonolabbauenden Bakterien beschrieben worden 
PI. 

vanillins;iure (wenn such mit ihnlich langen Induktions- 
zeiten wie die Veratrumtiure) katabolisiert wurde. Zellen 
vom Stamm XIII wurden durch ltstiindige Behandlung 
mit Veratrum-, Isovanillin- und Vanillindure (10m4M) 
fur die genannten 9uren jeweils voll induziert, mehrfach 
mit Puffer gewaschen, sodann jeweils portionsweise in 
Liisungen der 3 genannten S;iuren getrennt inokuhert 
und der Abbau der Suren wie vorher verfolgt. Aus 
diesen Ueberkreuzexperimenten ergab sich, da8 (1) mit 
Veratrumsaure die Zellen fur den Abbau von Vanillin- 
und Isovanillintiure voll induziert werden kiinnen, (2) 
der Vanillins;iureabbau nicht durch Isovanillins%ure 
ebenso such nicht umgekehrt voll induziert werden 
kann, aber (3) der Abbau jeder der 3 S;iuren durch vor- 
herige Behandlung der Zellen mit einer der beiden 
anderen S;iuren im Vergleich zum nicht induzierten Zus- 
tand beschleunigt werden kann. Diese Ergebnisse 
scheinen auf positionsspezifische O-Demethylasen bei in- 
gessamt verwandten Abbauwegen fur Vanillin- und Iso- 
vanilltiure hinzuweisen. WIhrend der Induktion des 
VeratrumSureabbaus wird die 4-O-Methylgruppe deut- 
lich schneller abgespalten und als CO2 fieigesetzt. Diese 
mit positionsspezifisch markierten Veratrumsauren 
erhaltenen Ergebnisse (Abb. 1) sprechen fur einen Abbau 
iiber Vanillintiure. 

WPhrend Aspergillus niger [21], Fusurium solani [2.2] 
und ein Stamm von Fusurium oxysporum Schlecht [1] 
o-Cumarsaure in CHydroxycumarin umwandeht, 
wurden mit den in dieser Arbeit verwendeten %&men 
bei diesem Substrat divergierende Ergebnisse erhalten. 
Die St%mme XI, XIII, XIV und XVI bilden innerhalb 
von 48 Stunden quantitativ CHydroxycumarin 
(Diinnschichtchromatographie in den Systemen L, und 
Lz). Die S&rune II, IX und X bilden in geringer Menge 
(in cc 50 Stunden) CHydroxycumarin. Bei allen vor- 
genannten St&nmen tritt Melilotsaure (DS, L,, Lr) als 
Umwandhrngsprodukt von o-Cumar&ure nicht auf 
(vergl. [23]). Bei allen anderen St&men wie such II, 
IX und X wird o-Cumars&ue ebenfalls nicht abgebaut. 
sondem zu mehreren, bisher noch unbekannten Verbin- 
dungen transformiert. 

Da mikrobiologische Abbauwege fur Isoflavone bisher 
nicht bekannt wurden [vergl. 161, haben wir die einlei- 
tenden Abbauschritte bei Biochanin A und damit im 
Zusammenhang die Verwertung von 5,7,4’-Trimethoxy- 
isoflavon genauer untersucht. Zwei his sechs Stunden 
nach Inokulation von Zellen der Stamme I, III, IV, VI 
und XIV in eine Biochanin A - Losung ( 10e4 M) kann 
die Bildung einer dunkel absorbierenden Substanz beo- 
bachtet werden (DS, L,, L4), die im weiteren Veriauf 
der Inkubation zu Gunsten anderer Substanzen wieder 
abnimmt. Auf Grund einer rot-violetten Reaktion mit 
Echtblausalz B mul3 diese Verbindung noch eine Phloro- 
glucinringstruktur (Ring A) be&en. Isolierung dieser 
Substanz aus einem grijl3eren Ansatz (Stamm XIV) ergab 
eine Verbindung, die diinnschichtchromatographisch (L.,, 
L,, L,, L,) und nach ihrem Absorptionsspektrum in 
Methanol sowie nach Zusatz verschiedener diagnos- 
t&her Reagenzien [25] vollstiindig mit dem Isoflavon 
Genistein (5,7,4’-Trihydroxyisoflavon) iibereinstimmte. 
Permethylierung ergab das bekannte 5,7,4’-Trimethoxy- 
isoflavon [26] (DS, L,, L,, L,). Das Isoflavon Pratensein 
(4’-Methoxy-5,7,3’-Trihydroxyisoflavon) konnte aus- 
geschlossen werden. Als Folgeprcdukt von Genistein 
kann das Auftreten einer weiteren Echtblausalz B-posit- 
iven Substanz diinnschichtchromatographisch verfolgt 
werden, die noch ein Isoflavonabsorptionsspektrum 
besitzt. Dieses Spektrum und die durch Zudtze be- 
wirkten bathochromen Verschiebungen (besonders eine 
positive Reaktion mit Bors;iure [25]) deuteten auf Oro- 
bol (5,7,3’,4’-Tetrahydroxyisoflavon). Nach Permethylier- 
ung und Sublimation im liegenden Rohr [26] wurde das 
bekannte 5,7,3’,4’-Tetramethoxyisoflavon erhalten, das 
massenspektrometrisch das erwartete Molekiilion (M + 
bei m/e 342) und die Fragmente eines Retrodienzerfalls 
(Ring A m/e 180, Ring B m/e 162) lieferte. Der Abbau 
von Biochanin A i&r Genistein und Orobol konnte, 
wenn such mit unterschiedlich langen Induktionszeiten, 
fur alle verwendeten Fusariumstamme diinnschichtchro- 
matographisch bestimmt werden. Zahlreiche weitere aus 
Genistein, bzw. Orobol entstehende Katabolite zeigen 
mit Echtblausalz B, bzw. in ihrem Absortionsspektrum 
keine Isoflavoneigenschaften mehr, sodaB sie aus 
Ringspaltungs- und Abbaureaktionen entstanden sein 
sollten; ihre Aufkllrung wird bearbeitet. 

Der bei 15 von 16 Smmmen vollig fehlende Abbau Bei Inkubation von Fusarienzellen (Stamm VII, XIV, 
von Resacetophenon und die Transformation (kein XVI) mit 5,7,4’-Trimethoxyisoflavon IieB sich nach 
Abb-au) von Phloretin zeigen, da8 die von Aspergihs Pngeren Inkubationszeiten dtinnschichtchromatogra- 
niger bekannte C-Acylhydrolase [24] nicht induziert phisch (L,, L4, L,) Biochanin A, Genistein, Orobol und 
werden kann. Dies scheint fur alle Fusarien zu gelten die anderen, bisher unbekannten Katabolite des Bio- 
[vergl. 11. Andererseits kiinnen mit Chalkonen. Fla- chanin A-Abbaus nachweisen. Damit ist gezeigt, daD 
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die Ausgangsverbindung durch 0-Demethylierung in der 
5 und 7- Position zu Biochanin A demethyliert wurde. 
Eine zwischen dem 5,7,4’-Trimethoxyisoflavon und Bio- 
chanin A liegende Verbindung wird ohne nennenswerte 
lag-phase sofort nach Beginn der Inkubation gebildet. 
D&e Verbindung fluoresziert unter UV-Licht hellblau, 
hesitzt ein Isoflavonabsorptionsspektrum (&,, 255 nm) 
in dem eine bathochrome Verschiebung mit Natriumace- 
tat (LX 246 und 315 sm H\dr;rv\-lpup~_ an C-7) aber 
kqine Reaktion mit AlC I, chlc~t~ ,lgrtq~p in Position 5) 
&obachtet werden konnte [vergl. 251. Nach Permethy- 
lierung entsteht wieder das 5,7,4’-Trimethoxyisoflavon, 
sodal) es sich um 5,4’Dimethoxy-7-hydroxyisoflavon han- 
delte. Durch Verfolgung der Induktionszeiten und 
diinnschichtchromatographische Analyse der jeweils auf- 
tretenden Metabolite muD man in der Abbausequenz: 
5,7.4’-Trimethoxyisotlavon --+ 5,4’-Dimethoxy-7-hydroxy- 
ISOHJ \ IlIl +-I -metho\!-5.7~dihydroxyisoflavon (Bio- 
sb2ntn -II- Gcnlslrln - Orobol; drei verschiedene O- 
Demethylasen fordem, von denen die erste praktisch ohne 
lag-Phase aktiv zu sein scheint. Diese 0-Demethylase ist 
mit der von Batkai et al. bei Penicillium cyclopium besch- 
riebenen 0-Demethylierung in Position 7 des Isoflavon- 
geriistes vergleichbar [273, obwohl ihre Funktion unklar 
ist, da bei den verwendeten Anzuchtbedingungen eine In- 
d&ion wohl nicht eintreten konnte. Chemische und 
enzymatische Arbeiten zur Aufkl;irung weiterer Abbause- 
quenzen bei Isoflavonen und anderen Polyphenolen in 
Fusarien sind in Arbeit. Sie sollen ebenfalls dazu bei- 
tragen, die ausgeptigte Potenz von Fusarien zum Aro- 
matenabbau zu zeigen, wobei such solche Verbindungen 
katabolisiert werden k&men, die nach Fusarieninfektion 
in Pflanzen akkumuliert werden (z.B. Ferulatiure) bzw. 
als fungistatisch (z.B. Biochanin A) beschrieben worden 
sind. 

EXPERIMENTELLE’S 

Haltwg und Anzuchf der Pilze. Dauerkulturen der Pilze 
wurden auf einem Czapek-Dox-Agamlhrbden in Petri- 
schakn bei 4” gel&ten -und alle &vei Monate auf neues 
Medium iibertragen. Die Anzucht der Pilx fiir Abbauversuche 
in einem Gluc&e-Casein-medium erfolgte nach friiheren 
Angaben [i]. 

Ahbau aromatischer Verbindungen. Abbauversuche im analy- 
tischen und ptiparativen Mallstab erfolgten wie bereits besch- 
rieben [l). Simtliche verwendeten Chemikalien entstammten 
unseren friiheren Arbeiten [ 1,26,29]. (3-0-Methyl-14C)- und (4- 
0-Methyl-‘4C)-Veratrumsiiure entstammten unseren friiheren 
Arbeiten [30], sie wurden in 10e4M Lasung mit ca 
70OOOdpm/50ml LGsung verwendet. Absorption und Mes- 
sung von 14C02 erfolgte wie friiher beschrieben [30]. Induk- 
tionsversuche sind bereits beschrieben worden [I]. Permethy- 
lierung von Abbauprodukten (Aceton, K,CO,, Methyljodid) 
und deren Sublimation im liegenden Rohr (170”. 0.1 Torr) 
erfolgte wie beschrieben [26]. 

Chromalographiesysteme. Fiir die diinnschichtchromatogra- 
phischen Trennungen (DS auf Kieselgel) wurden folgende 
Laufmittelsysteme eingesetzt: L,, C,H,-Dioxan-HOAc 
(90:25:4); L,, C,H,-EtOAc-HCO,H (18: 1: I); L,. C,H,- 
EtOAc-MeOH-petrol (6:4:1:3); L,, Toluol-HCO,Et- 
HCO,H 5:4:1): L,. Et,Gpetrol (7:j); 
(23:2); L,. CHCI,-i-PrOH (IO: I). 

L 6, C,H,-EiOH 

Photometrische Messungen. Die Bestimmung des Substitu- 
tionsmuster der Phenole erfolgte in methanolischer tisung 
nach den Angaben von Mabry et al. [25]. 

Dank-Wir danken Prof. Dr. G. Rilcker. Miinster fdr die Auf- 
nahme der Massenspektren, dem Fonds der chemischen Indus- 
trie ftir finanzielle Unterstuetzung und Prof. Dr. H. J. Rehm, 
Milnster, Wr die Ueberlassung einiger FusariumstBmme. 
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