Muscarine (Muscarin, epi- und allo-Muscarin) aus dem
Mycel von Amanita muscariaund von Clitocybe-Arten. )

Von R. J. STADELMANN *), E. MULLER *) und C. H. EUGSTER **)

Zusammenfassung

Stamme von Clitocybe rivulosa, Clitocybe dealbata, Clitocybe festiva
und von Amanita muscaria (Gattungen aus der Ordnung der Agaricales)
bildeten in Reinkultur stereoisomere Muscarine (Muscarin, epi-
Muscarin, allo-Muscarin). Die Bildung dieser stereoisomeren Muscarine
konnte bei Clitocybe dealbata und Clitocybe rivulosa durch verschiedene
Kulturbedingungen beeinflusst werden. Epiallo-Muscarin konnte in
den Biomassen dieser Pilze nicht gefunden werden. In Nahrlgsungen
von Clitocybe rivulosa konnten keine Muscarine nachgewiesen werden.

Summary

Stereoisomeric muscarines (muscarine,’ epi-muscarine, allo-
muscarine) were found in the mycelium of Clitocybe rivulosa, Clitocybe
dealbata, Clitocybe festiva and of Amanita muscaria (genera of Agaricales)
grown in pure culture. Their relative amounts in Clitocybe dealbata and
in Clitocybe rivulosa were affected by composition of substratum and
culture conditions. Epiallo-muscarine could not be detected in the
mycelium of any fungi tested. No muscarines were obtained from a
substrate of Clitocybe rivulosa.

Einleitung

Muscarin, ein Toxin mit charakteristischer neurologischer Wir-
kung, kommt nicht nur im Fliegenpilz (Amanita muscaria (L. ex Fr.)
HooxER) und in einigen Clitocybe-Arten vor, sondern ist als Haupt-
wirkstoff in der ebenfalls agaricalen Gattung Inocybe FRr. weitver-
breitet. Eine Zusammenstellung der Literatur iiber das Vorkommen
von Muscarin innerhalb der Ordnung der Agaricales findet sich z. B.
bei STADELMANN (1976). Viele der als Muscarinproduzenten in Frage
kommenden Arten sind Mykorrhizapilze, die sich ausserordentlich
schlecht im Laboratorium kultivieren lassen. Fiir den Nachweis von
Muscarin in Reinkulturen wurden deshalb vor allem saprophytische

1) 39. Mitteilung iiber Muscarin und verwandte Stoffe von C. H. EUGSTER
und Mitarbeiter; 38. Mitteilung STADELMANN, MULLER und EuGSTER (1976).
*) Institut fiir spezielle Botanik der Eidg. Technischen Hochschule
Zirich, Universititsstr. 2, CH-8006 Ziirich.
**) Organisch-chemisches Institut der Universitdt Ziirich, Ramistr. 76,
CH-8001 Ziirich.
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Arten der Gattung Clitocybe Kummer verwendet. So isolierten z. B.
SweENBERG, KELLEHER und ScHWARTING (1967), BurTOoN (1969) und
PorrE (1972) aus der Biomasse von Flissigkeitsoberflichen-Kulturen
von Clitocybe rivulosa bzw. Clitocybe festiva Muscarin als Reineckat.
Isaipa und Kozu (1949), BurToN, KELLEHER und SCHWARTING (1965),
PorrE (1972) wiesen in wisserigen oder alkoholischen Extrakten
aus dem Mycel von ebenfalls Flissigkeitsoberflichen-Kulturen von
Inocybe rimosa bzw. Clitocybe-Arten an der Ratte eine muscarinische
Aktivitat nach. Neben dem Muscarin mit typischer Wirkung existieren
noch stereoisomere Muscarine mit weit geringerer physiologischer
Aktivitat. Solche sind bis anhin als Naturstoffe nur in Fruchtkorpern
verschiedener Arten aus der Ordnung der Agaricales nachgewiesen
worden ; SCHLEUSENER und EvaesTER (1970), EUuasTER und SCHLEUSE-
NER (1969), Cararromo und Evester (1970), BoLLINGER und
Euvaster (1971a), STADELMANN, MULLER und EuvesteEr (1976).

In der vorliegenden Arbeit wird die Beeinflussung von Kultur-
verfahren, Nahrmedien und Kulturdauer auf die Bildung von stereo-
isomeren Muscarinen im Mycel von Stammen von Clitocybe rivulosa,
Clitocybe dealbata, Clitocybe festiva und Amanita muscaria untersucht.

Formelschema
Das Muscarinmolekiil besitzt drei Chiralititszentren. Dies fithrt
zu acht moglichen Stereoisomeren bzw. vier Enantiomerenpaaren. Die
einzelnen Diastereomeren werden folgendermassen benannt (CorrobI,
HarpEGGER und KoErcL, 1957):

CH,

, 3 X~ OH CH3 X~
CH33 = N"—-CH3 L N—CH
H | |
2 5 il
I Ol
(+)—(28, 3R, 55)—Muscarinsalz (+)—(28, 38, 58) —epi-Muscarinsalz
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Dargestellt sind die bisher in der Natur aufgefundenen Enantio-
meren, mit Ausnahme von epiallo-Muscarin, bei dem noch nicht fest-
steht, welches Enantiomere in der Natur vorkommt (BoLrLiNGER und
EvuasTER, 1971Db).

I. Material und Methoden
1. Pilzstamme

Die Untersuchungen wurden mit folgenden Ausgangsstimmen
durchgefithrt:

Amanita muscaria (L. ex Fr.) Hooker, ETH Nr. 2607

Clitocybe dealbata (Sow. ex Fr.) Kvmmer, ETH Nr. 2606

Clitocybe dealbata (Sow. ex Fr.) Kvmmer, ETH Nr. 2608

Clitocybe festiva Favre, Institut de Mycologie, Villeurbanne,
Nr. SC 66— 66

Clitocybe rivulosa (PErs. ex Fr.) Kummer, Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Baarn, Nr. CBS 152.37

2. Nahrmedien

Nr. 1: 35 g Malzextrakt (Oxoid), 20 g Mannit, 8 g Hefeextrakt
(Difco), 1 g Glutamin, 1 g Ca(NO,),.4H,0, 0,5 g MgSO,.7H,0,
0,5 ¢ KH,PO,, 0,01 g FeCl;.6H,0, 1 ml Hoaglandlésung (HoacrAND
et al. 1933), 1 1 dest. Wasser.

Nr. 2: Nr. 1 ohne Mannit.

Nr. 3: Nr. 1 mit 75 g Mannit

Nr. 4: Nr. 1 mit 100 g Mannit.

Nr. 5: Nr. 1 mit 35 g Glucose an Stelle von 35 g Malzextrakt.
Nr. 6: Nr. 5 ohne Mannit.

Nr. 7: Nahrlosung nach Oppoux (1955) bestehend aus: 16,5 g
Glucose, 3,5 g Malzextrakt (Oxoid), 0,35 g Ammoniumtartrat (neutral),
0,5 g Asparagin, 0,5 g Caseinhydrolysat (Fluka), 0,5 g KH,PO,,
0,25 g MgS0O,.7H,0, 11 dest. Wasser.

Nr. 8: Modifiziertes Medium Nr. 7 bestehend aus: 28 g Glucose,
7 g Malzextrakt (Oxoid), 0,35 g Ammoniumtartrat (neutral), 0,56 g
Asparagin, 5 g Caseinhydrolysat (Fluka, 0,5 g KH,PO,, 0,25 g
MgS0,.7H,0, 11 dest. Wasser.

Alle hier beschriebenen Nahrmedien wurden bei 120° und 1 at
wihrend 20 Minuten autoklaviert.

3. Vorkulturen

Zur Gewinnung von homogenem Impfmaterial kultivierten wir die
Pilze in 500 ml-Erlenmeyerkolben (mit Schikane), die je 160 ml
Nahrlosung Nr. 1 enthielten und beimpften diese mit Hyphenmaterial
ab Schrigagarrohrchen ohne Reste des alten Nahrbodens. Inkubiert
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wurde bei 24° C auf einer Rundschiittelmaschine mit 84 U/min
(Schiittelamplitude 2,5 c¢cm). Innert 12 Tagen entwickelte sich das
Mycel bei den Clitocybe-Stdmmen submers ausserordentlich kriftig in
Form von Mycelkiigelchen von ca. 2 mm Durchmesser. Auf einer
Rundschiittelmaschine bei Schiittelfrequenzen bis 100 U/min (Schiittel-
amplitude 2,5 cm) konnten diese Kulturen ohne Beeintrachtigung itber
einige Wochen bei 8° C weiter kultiviert werden. Darnach wurden, um
Degenerationen vorzubeugen, die Stamme auf Nahrmedien Nr. 2,
Nr. 5 und Nr. 6 umgeimpft.

Hyphenmaterial der Stammkultur von Amanita muscaria iiber-
trugen wir in 500 ml-Erlenmeyerkolben, die je 40 ml Nihrmedium
Nr. 1 sowie je 70 g Glaskugeln & 5 mm Durchmesser enthielten und
inkubierten bei 21° C. Hierauf wurde das sich innert ca. 6—7 Wochen
spirlich entwickelnde Oberflichenmycel mit den Glaskugeln zer-
schlagen und die so erhaltene Hyphensuspension bei 3° C gelagert.

4. Kulturverfahren

a. Oberflichenkulturen
Je Ansatz beschickten wir dreissig 500 ml-Erlenmeyerkolben mit
je 35 ml Nahrmedium Nr. 1 sowie mit je 60 g Glaskugeln (5 mm
Durchmesser) und beimpften jeden Kolben mit 0,2 ml Mycelsuspension.
Dabei waren die Glaskugeln nicht von der Nahrlosung bedeckt und das
Mycel konnte sich wegen der giinstigen Beluftungsverhiltnisse voll-
standig oberflichlich entwickeln.

b. Kulturen in Schikanekolben

Zwanzig 500 ml-Erlenmeyerkolben pro Ansatz, die unmittelbar
iiber der Standfliche eine ca. 2 em tiefe und 1 ecm hohe seitliche Ein-
buchtung aufwiesen, enthielten je 160 ml Nihrlosung. Wir haben diese
Kolben bei den Versuchen mit je 1 ml Mycelsuspension von Clitocybe-
Arten beimpft und anschliessend bei 24+ 1° auf einer Hin- und Her-
schiittelmaschine mit 72 Hin- und Herbewegungen/min (Schiittel-
amplitude 5 cm) inkubiert. Dabei achteten wir darauf, dass sich die
seitliche Einbuchtung (Schikane) jedes Kolbens senkrecht zur Aus-
lenkung dieser Schiittelmaschine befand.

Fiar den Kulturversuch mit Amanite muscaria haben sich
Schikanekolben mit 200 ml Néahrlosung besser bewihrt. Wir ver-
wendeten fiir die Beimpfung 1,25 ml Hyphensuspension und inkubierten
auf einer Rundschiittelmaschine mit 40 U/min (Schiuttelamplitude
2,6 cm).

c. Kulturen in Kulturflaschen

Vier Kulturflaschen nach Fernbach pro Ansatz mit je einem
Volumen von 2,4 1 enthielten je 650 ml Nihrlosung; dies ergab eine
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Néahrlosungsschicht von 2,4 ecm Hohe. Diese Flaschen wurden mit
je 4 ml Suspension beimpft und auf der Hin- und Herschiittelmaschine
mit 72 Hin- und Herbewegungen/min (Schiittelamplitude 5 cm)
inkubiert.

d. Fermenter

Wir beschickten den Fermenter Typ b 10 der AG fur Biologische
Verfahrenstechnik, Basel, mit jeweils 10 1 Nahrlosung. Bei einer Be-
liftung von 6,5 1 Luft/min und einer Drehzahl des Blattriithrers von
175 U/min konnten wir durch tropfenweise Zugabe von dest. Wasser
wihrend der Kulturdauer das Volumen von 10 1 konstant halten. Wir
beimpften mit 62,5 ml Suspension je Ansatz, und die Arbeitstempe-
ratur betrug 24°.

5. Temperatur, Licht

Sofern keine anderen Angaben gemacht werden, betrug die Kultur-
temperatur fir simtliche Clitocybe-Stamme 244-1°, fir den Stamm
von Amanita muscaria 214-1°. Die Inkubation erfolgte unter diffusem
Kunstlicht; einen KEinfluss des Lichtes auf die Versuchsergebnisse
konnten wir nie feststellen. Die optimalen Wachstumstemperaturen
liessen sich mit Hilfe von Schriagagarréhrchen in Thermostaten
(mit Temperaturintervallen von 3°) bestimmen.

6. Bestimmung der Mycelgewichte

Das Myecel trennten wir mit Hilfe von Kaseleinen vom Kultur-
filtrat. Hierauf wurde es mit Brunnenwasser gewaschen, anschliessend
gefriergetrocknet und dann gewogen. Die Werte werden in Milligramm
pro 100 ml Nahrlgsung angegeben.

7. Isolierung und Nachweis der stereoisomeren
Muscarine aus Mycel und Kulturfiltrat

a. Isolierung der Muscarine

Das bei BoLLiNGER und EuesTER (1971) beschriebene sowie das
von BOLLINGER (1974) ausgearbeitete Verfahren zur Isolierung von
Muscarinen aus dem in den Kulturversuchen gewonnenen Mycel wurde
abgeandert iibernommen.

Das gefriergetrocknete Mycel liess sich in einem Morser zu einem
feinen Mehl zerreiben. Anschliessend folgte ein Kochvorgang von
zweimal je drei Stunden mit Methanol unter Riickfluss. Die Methanol-
extrakte wurden hierauf vereinigt, im Vakuum auf ungefihr 40 ml ein-
geengt, der Niederschlag abfiltriert, mit Methanol gewaschen und dann
verworfen. Hierauf fiigten wir dem rotbraunen, klaren Filtrat vor-
sichtig unter Schiitteln ca. 50—100 ml Wasser zu. Die auftretenden
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schleimigen, klebrigen Ausflockungen wurden abzentrifugiert, mit
Wasser gewaschen und dann verworfen. Im Vakuum wurde nun diese
wasserige Losung von allem Methanol befreit; hierauf dreimal mit
Methylenchlorid entfettet. Mit einem stark basischen Ionentauscher
(Amberlite IRA 410 20—50 mesh, OH—-Form, 1,6—2x25—30 cm;
Amberlite TRA 410 Cl--Form wurde mit 8% -iger, ca. 40° warmer
NaOH in die OH~-Form iibergefithrt und mit Wasser gut gewaschen)
entfernten wir die Sauren aus dieser klaren, rotbraunen, entfetteten,
wiasserigen Losung. Den alkalischen Durchlauf neutralisierten wir
fortwihrend mit einer verdimnten Salzsiure (ca. 1n). Allerdings
wirkte sich bei der Extraktion von ca. 30 g und mehr trockenem
Mycel der hohe Gehalt an Zucker und Zuckeralkoholen (Mannit) bei
der Weiteraufarbeitung ausserordentlich stérend aus. Um diese Neu-
tralstoffe aus dem Gemisch der Rohchloride der Basen zu entfernen,
schickte man die neutrale Losung durch einen starken Kationen-
tauscher (Dowex 50 W, 50— 100 mesh, K+-Form, 1,5—2x 25—30 c¢m;
Dowex 50 W H*-Form wurde mit einer 5%,-igen, ca. 40° warmen
K,80,-Losung behandelt und mit Wasser gut gewaschen). Nach
griundlichem Waschen mit Wasser konnten wir die Basen mit ca. 70—
100 ml wisserigen, ca. 40° warmen 59%-igen KCl-Losung wieder
herauswaschen. Um das iiberschiissige Salz wieder abzutrennen, musste
die Losung zur Trockenheit eingedampft, dann mit wenig Wasser
gelost und unter Zugabe von Methanol langsan ausgefillt werden. Die
iiberstehende Losung liess sich abpipettieren, erneut eindampfen und
von neuem mit Methanol Salze ausfillen. Diesen Vorgang wiederholten
wir, bis keine Salze mehr ausfielen. Ein besseres Eluieren liess sich bei
der anschliessenden Saulenchromatographie durch ein Aufziehen der
Rohchloride auf ca. 0,5 g gut mit Wasser gewaschenes Aluminiumoxid
(Fluka neutral) erreichen. Hierauf wurde an einer Aluminiumoxid-
saule (Fluka Typ 507 C, Aktivitatsstufe 1,56—2x20—25 cm) mit
Aceton : Methanol 1 : 1 chromatographiert. Die Fraktionen von ca. 4 ml
engten wir auf ein minimales Volumen ein und untersuchten sie an-
schliessend mit Dinnschichtromatographie. Die Entwicklung erfolgte
auf Cellulosefolien (Macherey und Nagel, Polygram Cel 300, 0,1 mm)
mit Laufmittel 14 (Evaster, 1956: 150 sek. Butanol, 50 Aethanol,
10 Eisessig, 50 Wasser). Die Substanzflecken liessen sich mit Hilfe von
modifiziertem DrRAGENDORFF-Reagens (THins und REUTHER, 1954)
sichtbar machen.

b. Nachweis der Muscarine aus dem Kulturfiltrat
Nach dem Einengen des Kulturfiltrats auf ca. 14 des Volumens
schickten wir es durch den starken Kationentauscher (Dowex 50 W,
50—100 mesh, K+-Form). Die weitere Aufarbeitung erfolgte hierauf,
nach griindlichem Waschen mit Wasser, gleich wie bei den aus dem
Mycel gewonnenen Rohchloriden.
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c. Pyrolyse

Far die weitere Aufarbeitung lassen sich die muscarinhaltigen
Fraktionen eines Kulturverfahrens vereinigen und in ein Pyrolyse-
rohr (1,5 15 cm) iibertragen. Hierauf wurden die Losungsmittel im
Wasserbad mit Stickstoff abgeblasen. Dann folgte die Pyrolyse der
quaternaren Chloride wahrend 10—15 Minuten bei 190—240° und
10-3 Torr in einem Kugelrohrdestillationsofen (Biichi GRK 50)
wobei die Norbasen in einem anschliessenden U-Rohr (Durchmesser
7 mm) mit flissigem Stickstoff ausgefroren wurden. Mit wenig Aether
I6sten wir die Produkte im ersten Knie des U-Rohres und spritzten
dann anschliessend diese Losung in den Gaschromatographen.

d. Qualitativer Nachweis der stereoisomeren Muscarine durch
Gaschromatographie

Diese von EUGsTER und SCHLEUSENER (1969) fiir Muscarine ausge-
arbeitete Nachweismethode mit Hilfe der Gaschromatographie fithrten
wir mit einem Carlo Erba Fractovap, Modell G 1, Typ AID (FID) an
einer Glaskapillarkolonne 20 m, @ 0,3 mm und 22 m, @ 0,35 mm,
beladen mit Emulphor O/KOH 109, unter folgenden Bedingungen
durch: Verdampferblock 180—200°, Kolonne 110—120°, Trigergas
0,2 at H,, Split 5—25 ml/min.

Durch Zumischen von authentischen Proben erfolgten die quali-
tativen Identifikationen, und die Auswertung haben wir mit einem
Carlo Erba Elektrometer-Digitalintegrator Modell 72 durchgefiihrt.

II. Ergebnisse

Tabelle 1. Stereoisomere Muscarine (Relativprozente) von Clitocybe rivulosa in
Schikanekolben mit Nahrmedium Nr. 1 nach 13, 21, 28 und 35 Tagen (3 An-
siitze) Kulturdauer

Kulturdauer Myceltrocken- Muscarin epi- allo-Muscarin
gewicht
13 Tage 1190 86 12 2
21 Tage 1240 76 14 10
28 Tage 1090 87 6 7
35 Tage (1) 1120 93 4 3
35 Tage (2) 1140 92 5 3
35 Tage (3) 1160 91 5 4

Die drei unabhangig voneinander aufgearbeiteten Ansatze mit
35 Tagen Kulturdauer stimmen in der Isomerenzusammensetzung in
engen Grenzen iberein. Der Pilz bildet Muscarin und die beiden
Isomeren epi- und allo-Muscarin nebeneinander. In keiner Zeitstufe
konnte in den Kulturfiltraten Muscarine nachgewiesen werden. In den
folgenden Versuchen wurden die Kulturfiltrate nicht mehr untersucht.
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Tabelle 2. Einfluss verschiedener Nihrmedien auf die Bildung von stereo-
isomeren Muscarinen (Relativprozente) durch Clitocybe rivulosa in Schikane-
kolben withrend 35 bzw. 55 Tagen Kulturdauer

Nihrmedien  Kulturdauer  Trocken-  Muscarin  epi-  allo-Muscarin
gewicht

Nr. 5 35 Tage 1010 92 6 2

Nr. 6 35 Tage 980 89 5 6

Nr. 7 55 Tage 180 96 3 1

Nr. 8 55 Tage 540 36 64 —

Das Nihrmedium Nr. 8 bewirkt eine die Produktion von Muscarin
iibersteigenden Anteil an epi-Muscarin.

Tabelle 3. Einfluss verschiedener Mannitkonzentrationen auf die Bildung von
stereoisomeren Muscarinen durch Clitocybe rivulosa in Schikanekolben mit
Grundnidhrmedium Nr. 2 withrend 35 Tagen Kulturdauer

Nithrmedium Trocken- Muscarin opi- allo-Musecarin
gewicht
Nr. 2 980 99 1 -
*Nr. 229, Mannit 1120 93 4 3
Nr. 2+47,6% Mannit 1290 76 23 1
Nr. 2+109%, Mannit 1020 72 21 q

* Werte aus Tabelle 1 (1. Ansatz)

Hohere Mannitkonzentrationen begiinstigen die Bildung stereo-
isomerer Muscarine, insbesondere von epi-Muscarin. Bei Abwesenheit
von Mannit bildet der Pilz beinahe nur noch Muscarin.

Tabelle 4. Einfluss verschiedener Kulturverfahren auf die Produktion von
stereoisomeren Muscarinen durch Clitocybe rivulosa in Nihrmedium Nr. 1

Kulturverfahren Kulturdauer Trocken- Muscarin epi- allo-Muscarin
gewicht
Oberflichen 35 800 85 14 1
Schikanekolben * 35 1120 93 4 3
Schikanekolben ** 64 1560 87 12 1
Kulturflaschen (1) 35 860 91 4 5
Kulturflaschen (2) 35 910 91 6 3
Kulturflaschen *** 35 430 90 5 5
Fermenter 16 1320 87 12 1

* Werte aus Tabelle 1 (1. Ansatz)
** Auf Rundschiittelmaschine mit 84 U/min bei 8° (Schiittelamplitude 2,5 cm)
*** Nihrmedium Nr. 8
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Die zwei unabhingig voneinander aufgearbeiteten Kultur-
flaschenansitze stimmen in ihrer Isomerenzusammensetzung beinahe
iiberein. Die relative Isomerenzusammensetzung wird bei diesem Pilz
in Nahrmedium Nr. 1 durch verschiedene Kulturverfahren nur un-
wesentlich beeinflusst. Auch bewirkt ein anderes Nahrmedium in
Kulturflaschen keine nennenswerte Anderung der Isomerenzusammen-
setzung.

Tabelle 5. Einfluss von verschiedenen Kulturbedingungen auf die Produktion
von stereoisomeren Muscarinen durch Clitocybe dealbata, Stamm ETH Nr. 2608,
in Nahrmedium Nr. 1

Kulturverfahren Kulturdauer Trocken- Muscarin epi- allo-Muscarin
gewicht

Oberflichen 35 930 56 42 2

Schikanekolben 35 770 83 10 7

Kulturflaschen 35 1090 81 12 7

In Oberflachenkulturen wird bei diesem Pilz die Produktion von
epi-Muscarin stark geférdert. In Schikanekolben und in Kultur-
flaschen bildet er bevorzugt Muscarin.

Tabelle 6. Stereoisomere Muscarine (Relativprozente) von verschiedenen
Pilzen in Schikanekolben mit Néhrmedium Nr. 1 wihrend 35 Tagen Kulturdauer

Stémme Trockengewicht Muscarin epi- allo-Muscarin
Amanita muscaria * 790 54 46 -
Clitocybe dealbata 910 — — —
Stamm Nr. 2606

Clitocybe dealbata ** 770 83 10 7
Stamm Nr. 2608

Clitocybe festiva 1880 68 20 12
Clitocybe rivulosa *** 1120 93 4 3

* Rundschiittelmaschine mit 40 U/min (Schiittelamplitude 2,5 cm) bei 21°
wihrend 212 Tagen
** Werte aus Tabelle 5
*** Werte aus Tabelle 1 (1. Ansatz)

Amanita muscaria und Clitocybe festiva bilden am meisten isomere
Muscarine. In der Biomasse von Clitocybe dealbata, Stamm Nr. 2606,
konnten keine Muscarine nachgewiesen werden.

Epiallo-Muscarin konnten wir in keinem Kulturversuch finden.
Mit einer Ausnahme (Tab. 2) ist der relative Anteil an Muscarin stets

23



>Verlag Ferdinand Berger & S6hne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.a

grosser als die Summe der Anteile der beiden anderen Isomeren. Der
Anteil von allo-Muscarin ist mit einer Ausnahme (Tab. 2) kleiner als
derjenige von epi-Muscarin.

III. Diskussion

Die wunabhingig voneinander aufgearbeiteten Ansitze von
Clitocybe rivulosa unter identischen Kulturbedingungen (vgl. Tab. 1
und Tab. 4) ergaben eine Isomerenzusammensetzung, die innerhalb
sehr enger Grenzen schwankt. Wir diirfen daraus schliessen, dass die
Variation der relativen Anteile der einzelnen Isomeren nicht durch die
Methode bedingt ist, sondern eben durch verschiedene Kulturbedin-
gungen beeinflusst werden kann. Durch diinnschicht- sowie papier-
chromatographische Fleckenvergleiche fanden wir, dass Clitocybe
rivulosa in Schikanekolben mit Nahrmedium Nr. 1 wahrend 35 Tagen
am meisten Muscarine produzierte. Die Unterschiede in der Muscarin-
produktion eines Organismus unter verschiedenen Kulturbedingungen
sind jedoch geringer als zwischen verschiedenen Arten und Stimmen
der gleichen Art unter gleichen Kulturbedingungen. Von Clitocybe
dealbata, Stamm ETH Nr. 2606, in deren Fruchtkérpern Muscarine
nachgewiesen werden konnten (vgl. StApELMANN, 1976) konnten wir
in Reinkultur keine Muscarine mehr erhalten. Die Fahigkeit eines
Pilzes, Muscarin zu bilden, ist offenbar in hohem Grade genetisch
bedingt; und die Umwelt, d. h. skologische Faktoren, iiben auf diese
Fahigkeit einen geringen Einfluss aus. Eine weitere Bestitigung dieser
Annahme liefern die Untersuchungen von HARMSEN (1903) sowie
EvasTeEr und WASER (1954) mit Fruchtkérpern von Amanita muscaria;
Loupr (1938), Evaster (1957, 1960, 1969) oder BrowN, MALONE,
StunTz und TyYLErR (1962) mit Fruchtkérpern von Inocybe-Arten.

PortE (1972) stellte in einigen Fillen fest, dass zwischen dem
Gehalt der Fruchtkérper an Substanzen mit muscarinischer Aktivitat
von Arten aus der Gattung Clitocybe und dem Gehalt des aus Rein-
kulturen gewonnenen Mycels an solchen Substanzen keine Korrelation
besteht. Auch fand sie z. T. erhebliche Unterschiede in der Produktion
an Toxinen eines Stammes unter verschiedenen Kulturbedingungen.
Dabei testete sie allerdings nur wisserige Extrakte am biologischen
Objekt und verglich dabei die auftretenden muscarinischen Aktivi-
taten miteinander. Diese Versuchsergebnisse sind auf Grund von zwei
moglichen Fehlerquellen nicht schliissig. Einerseits konnen in solchen
Extrakten weitere Substanzen vorkommen, die z. B. auf Grund der
Reaktion am freigelegten Froschherz, qualitativ und quantitativ
gleiche Reaktionen wie Muscarin hervorrufen (z. B. Acyl-derivate des
Cholins, EuGsTER, 1960; BROWN, MALONE, STUNTZ und TYLER, 1962).
Andererseits ist die Fahigkeit eines Pilzes, stereoisomere Muscarine in
Reinkultur zu bilden, im Gegensatz zum Muscaringehalt, wie diese
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Arbeit zeigt, offensichtlich in ausgeprigtem Masse von den Kultur-
bedingungen abhangig (vgl. auch die Untersuchungen von STADELMANN
(1976) mit Fruchtkorpern verschiedener Kollektionen von Clitocybe
dealbata). WASER (1955) und GymrMER und UxwNa (1958) fanden
namlich, dass die Wirkungsstirke von stereoisomeren Muscarinen an
der Katze, an Kaninchen, an der Maus und am isolierten Froschherz
bis tausendfach geringer als diejenige von (4 )-Muscarin ist.

Die Abhangigkeit der Bildung von Stereoisomeren von den
6kologischen Bedingungen koénnte in einigen Fallen erklaren, warum
in der Natur eine bestimmte Muscarin-produzierende Art das eine Mal
in giftiger und dann wieder in ungiftiger Form auftritt. So wird z. B.
in éalterer Literatur Clitocybe dealbata als essbar bezeichnet (NUEscH,
1926; Gurssow und OpELL, 1927).

Uber den Wert von Mycena pura lesen wir bei MioHAEL/HENNIG
(1964): essbar, galt frither als giftig. Bei ScHLITTLER und WALDVOGEL
(1972) steht: essbar, aber nur im Wert eines Mischpilzes. THRELLUNG
(1938), HEmm (1963), Marara (1971) und HuerrmManw (1971) be-
richten hingegen iiber mittelschwere Vergiftungsfille durch Mycena
pura, deren Abliufe auf Muscarinintoxikationen schliessen lassen.
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