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Uber die Citronensiurebildung von Pilzen
der Gattung Botrytis Mich,

L. BEHR

(Hallef$ 1 Devpsche Demoliatinchn Rajnbliki

Im Frithjahr 1963 kam es in der Umgebung von Halle (Saale) in
mehreren Bestinden vom Lein (Linum wusitatissimum L.) zu einer Auf-
laufkrankheit (damping-off). Sie wurde durch Botrytis cinera Pers. her-
vorgerufen und griff mit bedenklicher Schnelligkeit um sich. Um einige
Einzelheiten der kulturellen Eigenschaften des Erregers zu kliren, wur-
den mehrere Isolate verschiedener Herkunft beschafft.

Aus hier nicht niher darzulegenden Griinden wurden die 4 Lein-
Isolate, die morphologisch und physiologisch sowie in ithren pathogenen
Eigenschaften {ibereinstimmten, u.a. auf einem mit 2% CaCO; versetzten
Bierwiirzeagar (BWA) kultiviert. Wie schon van Beyma thoe
Kingma (1930) und kiirzlich van der Spek (1965) zeigen konn-
ten, scheiden sich bei Benutzung dieses Nahrbodens in dem Masse, wie
durch den wachsenden Pilz der kohlensaure Kalk aufgelost wird, in dem
Agar weisse Konkremente ab (Fig. 1). Anfangs haben sie die Gestalt
winzig kleiner Kugeln, aus denen durch Aufreissen ihres Zentrums und
unter gleichzeitiger Grossenzunahme Ringe oder Krinze (nach van
der Spek 19685:  kransjes") hervorgehen, die sich ihrerseits aus klei-
nen und grosseren, mehreren bis vielen Einzelkiigelchen zusammensetzen
(Fig. 2 und 3), Der Durchmesser der Krinze varilert, je nach ihrem
JAlter” betrigt er 0,4—0,8 mm, im Maximum, 1.2 mm.

Nachdem schon van Beyma (1930) mit Hilfe des Denigés-
-Reagens nachgewiesen hatte, dass die zuvor in wverdiinnter HCI
gelosten Konkremente aus citronensaurem Caleium bestehen, konnte
van der Spek (1965) diesen Befund bestatigen. Wie er, so bedienten
auch wir uns der Papierchromatographie (Losungmitiel Aethylacetat
-Ameisensaure- Wasser = 3/1/1) und identifizierten die entsprechende
Saure als Citronensidure (Fig. 4). Was jedoch mit unseren Befunden und
mit denen von van der Spek nicht im Einklang stand, war die Fest-
stellung van B ey mas, dass nur die von krankem Lein isolierte Botry-
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tis cinerea zur Bildung von Citronensiiure befihigt sei. Unabhiingig von
den Untersuchungen, die van der Spek (1865) auch zur Klirung die-
ser Frage durchithrte, konnte an einem umfangreichen, aus 44 teils
echten, teils noch nicht bestimmiten Botrytis-Arten sowic aus weiteren
Isolaten dieses Genus bestehenden Material in den eigenen Versuchen

Fig. 1 Fig. 2
Fig. 1. Boirytiz spec. aufl Bierwiirzeagar + 2% CaC0,, Blick auf die Schalenun-
terseite. Links: CaCOs noch: nicht aufgelst, rechis: CaCO; 2T, aufgeltst, starke
Kankrementhildung; verkL
Fig. 2. Vollaospebildetes Kalkkonkrement, ca 20 x

festgestellt werden, dass B. cimerea auch dann Citronensiure bildete,
wenn sie nicht vom Lein 'stammte. Sogar B, tulipae (Lib) Lind., B glo-
bosa Buchwald und B. jubee Sard., drei von B. cinerea deutlich unter-
scheidbare Arten, waren, soweit die bisherigen Versuche diesen Schluss
zulassen, zur Ausscheidung von Citronensdure imstande.

Es widerspricht also den Tatsachen, wenn wvan Bevma
1930 die vom Lein stammende Botrytis cinerea als eine beson-
dere _Form”, namlich als B. cinerea forma lini, nf. bezeichnete. Auch
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Fig. 3. Kalkkonkremente, links: Anfangs-, rechts: Endzustand der Entwicklung:
co 15 X

liess sich. wie den bisherigen Ausfihrungen entnommen werden kann,
nicht nachweisen, dass die Citrat- oder Citronensiurebildung eine [ir
die Art B. cinerea charakteristische Eigenschaft sei, die eindeutig zur
Bestimmung dieser Species verwendet werden kann, Im Gegenteil, die
Fihigkeit Saure zu bilden oder nicht, stellte sich als ein fiir alle in der
eigenen Sammlung gefiohrten Botrytis-Pilze, einschliesslich der bisher
als cinerea Pers. bestimmten Species, nicht-artspezifisches Merkmal
heraus.
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Der Versuch, die Siure- oder Citratausscheidung als physiologisches
Merkmal in den Dienst der Diagnostik zu stellen, hatte zu einem nega-
tiven Ergebniss gefiihrt. Doch zog es die Klirung cines weiteren Fra-
genkomplexes nach sich. Es hatte sich gezeigt, dass in der dberwicgen-
den Zahl der Fille zwar der dem Nihrboden verabreichte kohlensaure

AeAc -HCOOH-W

2

Fig. 4. Chromatographischer Nachweis der Citronensaure (. Filtrat 11") gebildet
von Botrytiz cinerea Pers. Kontrolle: Cilronensaure . reinst” (2. Fleck v. links)

Kalk infolge kriiftiger Siurebildung geltéist wurde, die Abscheidung von
Citrat-Konkrementen jedoch unterblieb. Van der Spek (1963) erklirte
dieses Phinomen mit der Produktion zu geringer (unterschwelliger)
Mengen von Citronensiure, van Beyma (1930) beriel sich dagegen
auf eine schon von Smith (1902) gemachte Beobachtung, wonach
B. vinerea aus den ihr angebotenen Zuckern auch betrachtliche Mengen
an Oxalsiure zu bilden vermochte.

Wenn im Stoffwechsel von B. cineree Citronensiure entsteht und
diese in Gegenwart von CaCO; als Calciumeitrat ausfallt, so muss man
erwarten, dass im Falle einer Oxalsiurebildung das entsprechende oxal-
saure Salz ausgeschieden wird, Zum Zwecke ciner ersten Orientierung
diente folgender Modellversuch: In einem mit 2% CaCOy versetzen BWA
wurden je Schale zwei Bassins (0 5 mm) ausgestanzt und mit je 5 Trop-
fen einer 0,9 bzw. 1,4 molaren, wassrigen Citronen- bzw. Oxalsaurelo-
sung gefiillt *, Nach 24 h war der anfangs milchig-weisse Agar im Be-
reich der beiden Bassins infolge Auflosung des Kalkes klar und durch-
sichtig geworden (,Hofbildung"), nach weiteren 24 h hatten sich in
beiden Hifen grosse Mengen citronen- bzw. oxalsauren Kalkes ausges-

* Die optimnle Konzentration beider Shuren war In Vorversuchen ermittelt
warden.
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Fig. 5. Blerwiirzeagar + 2% CaCO, Links: Ausscheidung wvon Calclumeltrat,
rechls: Ausscheldung von Cilclumoxnlat, nach Zugabe von Citronen- bew,
Oxalsiiure rum Agar; en 3

chieden (Fig. 5). Wie nicht anders zu erwarten, hatte das Citrat die Ge-
stalt der bekannten, grossen Konkremente, das Oxalat hingegen fiillte
den Hof als vine mit dem Citrat nicht zu verwechselnde dichtkristalline,
weisse Masse aus.

Zu dieser Erscheinung war es in keinem der Versuche, die mit den
44 zur Verfugung stehenden Botrytis-Isolaten durchgefithrt wurden,
gekommen. Somit kann von einer in betrichtlichem Ausmass erfolgenden
Oxalsaureproduktion durch Botrytis, von der Smith (1902) sprach und
die van Beyma (1930) [ir B. cinerea postulierte, schlechterdings
nicht die Rede sein.

Van der Spek (1965) konnte papierchromatographisch an sechs
Isolaten von B. cineren die Ausscheidung von Citronensiure, nicht aber
diejenige von Osxalsdure nachweisen. Wie schon bemerkt, veranlasste
ihn dieses Ergebnis, das Ausbleiben der Kristallbildung quantitativ, d.h,
mit der Produktion unzureichender Mengen an Citronensiure zu erkli-
ren. Dieser Meinung mich anzuschliessen war mir nicht méglich. Denn
immer wieder hatte es sich gezeigl, dass gerade bei den Nichteitratbild-
nern der Prozess des Kualkoufiosens mit besonders grosser Schnellighkeit
und Intensitat verlief.

Dieser Erscheinung konnten zwei Ursachen zugrunde diegen: Entwe-
der schieden alle Botrytis-Isolate, bei denen keine Citratkristalle im
Nihrboden sichtbar wurden, die Citronensaure nicht in zu geringer
Menge, sondern, im Gegensatz zur Auffassung von van der Spek
(1865), in erhdhtem Masse aus. Oder es wurde im Stoffwechsel dieser
Pilze die Citronensiure durch eine andere organische Sidure ersetzt, die
das Ausfallen des Citrates verhinderte. Dann wiirde das Ausbleiben der
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Kristallbildung nicht auf einem quantitativen, sondern aufl einem
qualitativen Unterschied beruhen.

Die Annahme einer besonders hohen Konzentration der Citronen-
saure musste von vornherein als abwegig bezeichnet werden. Wahr-
scheinlich wiirden unter diesen Voraussetzungen die Citratkristalle
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Fig. 6. Chromatographlscher Nachwels von Citronen- und Weinsiiure, ABSEE-
schieden vom Cllratblldner (,.30177), und von Welnsiure, ausgeschieden wvon zwel
Nichteitratbildnern (,18" und ,127). Z" = Citronensaure, . W" = Weinséure.

erst recht und in grosser Zahl entstehen. Ausserdem ging aus Titra-
tionsversuchen klar hervor, dass die Nichteitratbildner im Laufe ihres
Wachstums betriichtlich weniger Séure ausschieden als solche Botrytis-
Arten, [lr die die Konkrementbildung eine charakteristische Eigen-
schaft ihres Stoffwechsels darstellt.

Zur Beantwortung der Frage, ob im Stoffwechsel aller zur Kristall-
ausscheidung nicht befahigten Pilze die Citronensiure durch eine
andere Siure ersetzt wird, wurden 15 Nichtcitrat- und zur Kontrolle
ein von Lein stammender Citratbildner (3017 St.') auf Czapek-
Dox-Nihrbrihe angezogen und das Kulturfiltrat am 13. Tage mit Hilfe
der eindimensionalen Papierchromatographie aul Sduren getestet. Zum
Vergleich wurden Oxal-, Glykol-, Apfel-, Milch-, Citronen- und Wein-
saure mit in das Chromatogramm aufgenommen. Dua es jedoch, mit
Ausnahme der Citronen- und Weinsidure, niemals gelang, eine der
ubrigen Metaboliten im Kulturfiltral nachzuweisen, liefen in den spite-
ren Versuchen zur Kontrolle nur noch die beiden zuletzt genannten
Siuren mit (R-Werte 0,3 bzw. 0,2; Losungsmittel Butanol-Ameisen-
saure-H,0 = 10/2/5). Dabei stellte sich heraus, dass der Citratbildner
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neben Citronen- auch Weinsaure ausscheidet, alle Nichteitratbildner
dagegen nur Weinsaure in das Nihrmedium abgeben (Fig. 6).

Damit hat auch diese im Verlaufl der Untersuchungen aufgetauchte
Frage nach den Ursachen des Ausbleibens der Kalkkonkremente, wie
es f{lr viele Botrytis-Isolate charakteristisch ist, eine belriedigende
wenn auch zunidchst nur provisorische Antwort gefunden *. Dass es hier
nicht — analog der Citratbildung — m Gegenwart von CaCO; und ciner
so kraftigen Ausscheidung von Weinsiure zur sichtbaren Ausfillung
von Calciumtartrat kam, dafir wurden die Loslichkeitsverhiltnisse
verantwortlich gemacht: Das Calciumtartrat geht in einem Uberschuss
an Weinsdure leicht wieder in Lésung, Weinsidure wird aber von dem
Pilz stindig neu gebildet. Dadurch wird das Ausfallen des Kalksalzes

verhindert.

Bei den experimentellen Arbeiten unterstiitzte mich die techn. Assistentin,
Friulein P.-M. Vieweg. Dafur sei ihr auch an dieser Stelle nochmals gedankt.

ZUSAMMENFASSUNG

Batrytis chilerea Pers, und einlge andere Species der Gatlung Betrytis schel-
den in cinen mit 2% CuCO, versetzien Bierwiirzeagar klelne weisse, kranzférmige
Konkremente aus. Sie bestehen aus Calclumcitrat und entstehen in dem Masse,
wie die durch den wachsenden Pilz peblldete Citronensiure den kohlensauren

Kalk auflost,
Die meisten der im Versuch befindlichen Hetrptis-lsolate scheiden Siure aus,

ohne dass es zur Ausfilllung von Kalkkonkrementen kommt, Es wurde nachzes
wiesern, dass dafir weder ungeniizende (Unterschwellipel Mengen ausgeschiedener
Citronenséure noch Oxalsbure als Stoffwechselprodukt  verantwortlich gemacht
werden konnen: Viellnehr ersetzen die Nichicitratbildner im  Stoffwechsel cdie
Citronensiaure durch Weinsaure. Da weinsaures: Calcium  (Calciumiartrat)  in
iiberschussiger Weinsaure loslich ist, kann das Ausfallen des Knlksalzes nicht
zuktande kommen.
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Tworzenie kwasu cytrynowego przez grzyby
z rodzaju Botrytis Mich.

Streszczenio

Botrytis cinered | powne gatunki rodzaju Boefrylis na potviwee agarowo-brzecz-
kowe] z dodatkiem 2% CaCO, wydzielajy male biale konkrecje. Skiadain sic one
z eytryninnu wapnia | powstaly masowo wskutek warastajacej ilosei wydzielanego
przex gravb kwiaso extrynowego, klbry rozpuszeza weslan,

Wigkszodé wyizolowanych gatunkéw Botrytis wydziela kwasy, przy czym nie
dochodzi do wytrgeania konkreo)i wapiennyeh. Siwierdzano, e przvezyng tego nie
jest niedostateczne wydzielanie kwasu cytrynowego lub szezawibwego jako pro-
duktu przemiany materii. Bardzo czesto gatunki nie tworzgee cytrynianéw pod-
‘ezas swojej przemiany materil zestepuiy kwas evtrynowy przez kwas winny.
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