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Chromatogram showing amino acids and amides of healthy and “Yellow mosaic” infected leaves of Hibiscus esculentus. A and D

Reference solutions HA(1) and HA(3)— Alcoholic extract of healthy leaves 0-001 and 0:003 ml spotted.

MA¢1) and MAy) - Alcoholic

extract of Mosaic leaves. YA(1) and YA(3) alcoholic extract of yellow mosaic leaves —severe infection.

From left to right: Section No. I: Haq); Section No. II: HA(y; Section No. IIT: YA(1; Section No. IV: A; Section No. V: HA®y;
Section No. VI: MA(3); Section No. VII: YA(3); Section No. VIII: D,

quantities that the faint bands disappeared in no time
and could not be photographed. 0-01 ml of healthy leaf
extract spotted on a separate chromatogram confirmed
the presence of the above-mentioned amino acids in
healthy leaves also though in a lesser quantity. Tyrosine
{av. Rf 0-67; III) band was extremely deep in the “Yel-
low-Mosaic” leaves and its intensity decreased consider-
ably in the ‘“Completely Yellow” leaves although its
concentration still remained more in comparison to that
of the healthy leaves. Aspartic acid (av. Rf 0-45; VII;
absence of glycine and serine established by running the
chromatogram in phenol saturated with buffer of pH 12)
also increases considerably in the ““Yellow Mosaic”
leaves but it does not show any variation as noted in
tyrosine.

The amide asparagine {av. Rf 0-395; VI1I} overlapped
with the new band (IX) is a new formation in the
“Yellow Mosaic” and the completely yellow leaves. The
intensity of this band is more in the latter case. It appears
that concomitant with the severity of infection, there is
an increased formation of asparagine.

Other common amino acids present in alcoholic ex-
tracts were glutamic acid (av. Rf 0-51-threonine absent;
VI), alanine (Rf 0-56; V), and one more having average
Rf value 0-60 (IV) which is amino-butyric acid.

Metabolic processes, leading to the formation of aspar-
agine, increase in leucine, isoleucine, phenylalanine,
tyrosine, and aspartic acid in the “Yellow Mosaic” leaves
and decrease in tyrosine from ‘'‘Yellow-Mosaic” to
“completely Yellow” leaves, are yet to be studied and
explained. Only biochemical studies on ““Yellow-Mosaic”
virus of “Bhindi” {dbelmoschus esculentus) itself can
reveal which of these amino acids are the constituents of
virus protein and which of these remain simply as the
changed metabolites of the host.

We are grateful to P'rof. Surt Ranjan for his kind encouragement
and interest in our work. We thank Srt K. S, Biroramt and Kunar:
Rajnt VeErma for their valuable help during this investigation.
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Zusammenfassung

Papierchromatographische Analysen der freien Amino-
siuren und Amide in gesunden und mit ¢yellow mo-
saics»-Virus infizierten Blattern von Abelmoschus escu-
lentus zeigen neben einer Zunahme von Leucin, Phenyl-
alanin, Valin -+ Methionin und Asparaginsdurc die
Bildung einer neuen, ninhydrinpositiven Substanz und
Asparagin in den infizierten Blittern. Es werden An-
regungen fiir weitere Untersuchungen gemacht.

Die Bildung von Fusarinsiéure
durch Fusarinm lycopersici in vivo

Fusavium lycopersici Sacc., der Erreger einer Welke-
krankheit an Tomatenpflanzen, bildet in Reinkultur
neben andern biologisch wirksamen Stoffwechselproduk-
ten auch das Welketoxin Fusarinsdure (3-n-Butyl-pico-
linsdure)!. Aus Kulturen einiger verwandter pflanzen-

1 E. GAUMANN, ST. NagF-Roru und H. KosgL, Phytopath. Z, 20,
| (1952). - PL. A, PLATTNER, W. KELLER und A. Borrer, Helv., chim,
Acta 37, 1379 {1954). - K, Harpeccer und K. Nikres, Helv. chim,
Acta 39, 223 {1956).
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parasitischer Pilze konnte ebenfalls Fusarinsiure isoliert.
werden®. Das Toxin verursacht an Pflanzensprossen
#hnliche Schidigungen (Blattnekrosen usw.), wie sie an
infizierten Pflanzen auftreten; es darf deshalb vermutet
werden, dass diese Pilze auch im Innern der Wirtspflan-
zen Fusarinsiure zu bilden vermogen.

Der direkte Nachweis der Fusarinsiure in infizierten
Pflanzen stosst auf erhebliche methodische Schwierig-
keiten. Es ist auf jeden Fall anzunehmen, dass die Fusa-
rinsidure nur in sehr geringen Mengen gebildet und iiber-
dies in der Pflanze zum Teil in andere Verbindungen um-
gewandelt wird3, In jingster Zeit wurde der Nachweis
von Fusarinsiure in Baumwollpflanzen nach Infektion
mit Fusarium vasinfectum Atk. mit Hilfe der Papier-
chromatographie des Fusarinsdure-Kupfer-Komplexes
beschriebent. Eine weitere Moglichkeit zur Uberbriik-
kung experimenteller Hindernisse bildet die Verwendung
von radioaktiven Isotopen.

In friitheren Versuchen war gezeigt worden, dass in
Tomatenpilanzen bereits 36 h nach Infektion mit mar-
kiertem Myzel von Fusarium lycopersici radioaktive
Stoffwechselprodukte nachweisbar sind®. Die Radioakti-
vitit war in stark erkrankten Bldttern hoher als in den
relativ wenig geschidigten; dieskdnnte daraufhinweisen,
dass ein Teil der radioaktiven Stoffwechselprodukte fiir
die Wirtspflanze giftig ist. Versuche, in diesen mit mar-
kiertem Mpyzel infizierten Pflanzen Fusarinsiure mit
Hilfe der Isotopenverdiinnungstechnik® nachzuweisen,
schlugen wegen der zu geringen Radioaktivitit der Ex-
trakte fehl; dagegen gelang die Anwendung dieser
Methode bei Pflanzen, die nach der Infektion mit in-
aktivern Myzel von Fusarium lycopersici in eine Atmo-
sphire von radioaktivem Kohlendioxyd gebrachtwurden.

Versuchsanordnung. Junge Tomatenpflanzen der Sorte
Tuckswood wurden nach der iiblichen Methode mit
Fusavium lycopersici (Stamm R-5-6) infiziert und 48 bis
72 h spiter in einem geschlossenen Glasgefdss einer
C14Q,-Atmosphire (entwickelt aus Na,C140, mit Salz-
sdure) ausgesetzt. Die Pflanzen erhielten in Abstdnden
von zwei Tagen fiinfmal rund 50 xC, im ganzen also rund
250 uC C}O, vorgesetzt. Nach 10 Tagen zeigten die
Pflanzen deutliche Krankheitssymptome (braune Sten-
gelgefisse, Blattnekrosen); sie wurden nun mit Quarz-
sand fein zerrieben und mit 85prozentigem Athanol
(200 ml Losungsmittel pro Gramm frischen Pflanzen-
materials) extrahiert. Der Extrakt wurde bei 40°C am
Vakuum von Athanol befreit und nach Entfernung der
Farbstoife mit Hilfe eines Seitz-Filters mit einer bestimm-
ten, zwischen 30 und 50 mg liegenden Menge inaktiver
Fusarinsiure versetzt. Hierauf erfolgte bei pH 8,0 im
Kutscher-Steudel-Apparat mit Ather wihrend 72'h die
Entfernung von Fetten, Olen usw. und anschliessend
bei pH 4,0 ebenfalls mit Ather wihrend 72 h die Extrak-
tion der Fusarinsiure. Der Atherextrakt wurde zur
Trockne eingedampft und mit Petroldther-Ligroin 1:1
3 h am Riickfluss gekocht. Der unlosliche Riickstand
wurde verworfen und der 16sliche Anteil nach Eindamp-
fen zur Trockne mit Hexan 2 h am Riickfluss gekocht.
Nach Einengen dieser Losung kristallisierte in der Kilte

2 E, GAuMANN, St. NAEF-RoTta und H. Koge, Phytopath. Z. 20,
1 (1952). -~ T. Yasuta, K. Kamse und T. Havasut, J. Agric. chem.
Soc. Japan 10, 1059 (1934). — Cu, StorL, Phytopath. Z. 22, 233
(1954).

3 B. D. SanwaL, Phytopath. Z. 25, 333 (1956).

4 K. LaxsaMINARAYANAN und D. Sueramantan, Nature 176,
679 {1955).

5 H. Kerx und B. D. Sanwar, Phytopath, Z. 22, 449 {1954).

¢ Zum Beispiel: M. CarviN, Cr. HEIDELBERGER, J. C. Reip, B.
M. Torsert und P. E, YawgwicH, Isofopic Carbon (J. Wiley & Sons,
Inc.,, New York 1949).
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die Fusarinsdure aus. Die weitere Reinigung geschah
durch Umkristallisieren aus Hexan. Die Bestimmung
der Radioaktivitit erfolgte durch Verbrennung zu Ba-
riumkarbonat?; zur Zihlung diente ein ELA-2-64-Z&h-
ler der Firma Landis & Gyr AG., Zug (Schweiz), mit
einem EQB-1-Geiger-Miiller-Z&hlrohr (Fensterdurch-
messer 25 mm, Fensterdicke etwa 2 mg/cm?). Nach der
vierten oder fiinften Reinigung blieb die spezifische
Radioaktivitit der extrahierten Fusarinsfiure meist
konstant. Die Reinheit der Fusarinsiure konnte durch
Radiochromatogramme? bestitigt werden.

Evgebnisse. Infizierte und nichtinfizierte Tomaten-
pflanzen wurden einer 1*CO,-Atmosphire ausgesetzt.
Die auf die beschriebene Weise aus Extrakten infizierter
Pflanzen isolierte Fusarinsiiure zeigte eine Radioaktivi-
tdt von 88 bis 163 Impulsen/min und pro Milligramm.
Die Werte sind relativ gering, aber deutlich gesichert.
Kontrollversuche mit Extrakten aus nichtinfizierten
Tomatenpflanzen ergaben keine gesicherte Radioaktivi-
tit. Es ldsst sich vorldufig nicht entscheiden, ob die
radioaktive Substanz Fusarinsdure selbst oder eine nahe
verwandte Verbindung (zum Beispiel Dehydrofusarin-
siure®) darstellt; doch darf aus diesen Versuchen ge-
schlossen werden, dass der Pilz Fusarvium lycopersici
wihrend scines parasitischen Lebens in der Pflanze
Fusarinsdure oder eine mit ihr sehr nahe verwandte Ver-
bindung zu bilden vermag., Weitere Untersuchungen
iber diese Frage sind im Gang.

Der Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur Forderung wissen-
schaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz mochten wir fir
die Ermoglichung dieser Untersuchungen herzlich danken; den
Herren Dr. E. Harpeccer und E. N1kLEs vom Organisch-chemischen
Laboratorium unserer Hochschule danken wir fiir ihre freundliche
Hilfe und besonders fiir dic Herstellung der Fusarinsédure,

H. KErN und D, KLUEPFEL

Institut fitv spezielle Botanik deyv Eidgendssischen Tech-
wnischen Hochschule, Zitvich, den 5. Mdrz 1956.

Summary

With the aid of isotope dilution methods, it has been
possible to show that the fungus Fusarium lycopersici
forms the wilt toxin, fusaric acid {or a closely related
substance), not only in pure culture but also during its
parasitic life in tomato plants.
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Effects of Local Anesthetics on Resting Potential
of Myelinated Nerve Fibres

The effects of local anesthetics on resting potential of
nerve fibres are not yet clearly described. Most authors
report a hyperpolarization (BisHopr!, SHANEs?, BENNET
and CHINBURG?, PosTERNAK?), Tasaxki® (using an in-
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4 J. PosTERNAK, Personal communication.
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field, Illinois, 1953), p. 92.



