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'E WAGENINGEN

Aan onze cultunrplanten wordt zoveel schade door schimmels toegebracht dat be-

strijding noodzakelifk is. Dit geschiedt o.a. door de bovengrondse delen van de plant

met een beschermend laagje van een fungicide (schimmeldodende stof) te over-

dekken. De resultaten die met deze wijze van bestrijding verkregen worden, zifn

evenwel niet in alle gevallen voldoende.
De Werkgroep Interne Therapie bij Planten TNO houdt zich bezig met de ont-
wikkeling van bestrijdingsmiddelen die door de plant worden opgenomen en ge-

transporteerd. In onderstaand artikel wordt een overzicht gegeven van het onder-

zoek over de bestrifding van echte meeldanw,

Inleiding

Een belangrijke groep van micro-organismen, die
onze cultuurgewassen belagen, vormen de schim-
mels. Daar ze geen bladgroen bezitten, zijn ze niet
in staat zelf organische stof te maken uit koolzuur
en water. Voor het verkrijgen van voedsel zijn ze
dan ook geheel op andere bronnen aangewezen.
Een aantal van hen parasiteert op onze cultuur-
planten, en kan daaraan grote schade toebrengen,
zodat bestrijding noodzakelijk wordt. Dit geschiedt
o.a. door schimmeldodende stoffen, zgn. fungiciden,
op de planten te spuiten of te stuiven, waardoor
deze met een beschermend laagje bedekt worden.
Tot de meest gebruikte fungiciden behoren verschil-
lende dithiocarbamaten, koper-, zwavel- en organi-
sche kwikverbindingen. Door bestudering van de
levenscyclus van de schimmel en het verloop van de
ziekte onder invloed van de milieuomstandigheden,
kunnen de tijdstippen bepaald worden, waarop de
behandeling met de meeste kans op succes kan
plaats vinden. Door keuze van het juiste middel en
door de beste wijze van toediening kan de schade
in vele gevallen tot aanvaardbare proporties terug-
gebracht worden.

Een verdere perfectionering van de bestrijding stuit
echter vaak op moeilijkheden, daar de uitwendig
op de plant aanwezige fungiciden gemakkelijk door
regen afgespoeld kunnen worden en jonge plante-
delen, die zich na de behandeling ontwikkelen, on-
beschermd zijn. In gevallen, waar de schimmel de
plant vanuit de grond aantast, of waar hij diep in
het zand is doorgedrongen, is bescherming met mid-
delen, die de plant niet binnendringen, zelfs onmo-
gelijk.

Mede met het oog op bovengenoemde problemen
houdt de ,,Werkgroep Interne Therapie bij Planten
TNO”, zich bezig met de ontwikkeling van intern
werkende middelen, d.w.z. middelen, die door de
plant opgenomen en getransporteerd worden. Een
stof, die op deze wijze werkzaam is tegen schimmel-
ziekten bij planten wordt een ,systemisch fungici-
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de” of ook wel een ,,systemicum’™ genoemd. De laat-
ste naam verdient de voorkeur, daar deze in het
midden laat of de stof direct op de schimmel werkt
dan wel indirect, via de stofwisseling van de plant.
In het laatste geval zouden we ook kunnen zeggen,
dat de plant door toediening van de systemisch
werkende stof, meer resistent wordt ten opzichte
van de ziekte.

De eisen die aan een bruikbaar systemicum dienen
te worden gesteld zijn hoog. Het mag namelijk niet
schadelijk zijn voor de plant, maar moet de ontwik-
keling van de schimmel — die ook tot het planten-
rijk behoort! — tegengaan. Uit het onderzoek van
de Werkgroep zijn niettemin verschillende stoffen
naar voren gekomen, die tot op zekere hoogte aan
deze eisen voldoen. Aandacht is besteed aan anti-
biotica, bepaalde aminozuren, en ook aan niet in de
natuur voorkomende gesynthetiseerde stoffen. (Zie
ook een artikel van de hand van Prof. Oort in
TNO-Nieuws nr. 12 van 1957). De frappante syste-
mische werking van enkele dezer stoffen heeft de
gelegenheid geschapen een inzicht te verwerven in
de wijze, waarop een systemicum werkzaam kan
zijn. Sommige blijken inderdaad via de stofwisseling
van de plant te werken, waaruit zonder meer duide-
lijk zal zijn, dat de problemen die zich hier voor-
doen, zeer complex zijn. Bestudering van de fysio-
logische en biochemische processen in plant en pa-
rasiet afzonderlijk, en in de combinatie van beide,
is dan ook onontbeerlijk.

In plaats van een overzicht te geven over het gehele
terrein, waarop het onderzoek van de Werkgroep
Interne Therapie bij Planten TNO zich beweegt,
wordt er de voorkeur aan gegeven één probleem,
dat de aandacht heeft van de Werkgroep, wat nader
toe te lichten, nl. de bestrijding van echte meel-
dauwziekten op verschillende gewassen.

Meeldauwsziekten

De aanwezigheid van echte meeldauw — ter onder-
scheiding van valse meeldauw, die tot een geheel
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andere groep van schimmels behoort — op planten
is in de meeste gevallen zeer in het oog vallend. De
bovengrondse plantedelen zijn geheel of gedeeltelijk
overdekt met een witte, poederachtige laag, die be-
staat uit myceliumdraden van de schimmel, van
waaruit ontelbare korte ketens van schimmelsporen,
de zgn. conidién, oprijzen.

De schimmel voedt zich ten koste van de waard-
plant met behulp van zgn. haustoria (letterlijk:
drinkers). Dit zijn kleine organen, al dan niet voor-
zien van vingervormige aanhangsels, die gevormd
worden in de buitenste cellaag van het blad, de
epidermis (fig. 1).

Echte meeldauw komt op vele gecultiveerde en in
het wild levende planten voor. De bestrijding ervan
levert bij verschillende van onze belangrijke cul-
tuurgewassen, zoals appel, roos. augurk. komkom-
mer en aardbei, nogal wat moeilijkheden op. Hier-
voor zijn verschillende oorzaken op te noemen. In de
eerste plaats zijn deze schimmels voor hun versprei-
ding en ontwikkeling niet gebonden aan de aanwe-
zigheid van water of een hoge luchtvochtigheid, zo-
dat vrijwel gedurende het gehele groeiseizoen
nieuwe infecties kunnen plaats vinden. Verder is bij
verschillende gewassen, o.a. de appel, juist het pas
gevormde blad zeer vatbaar voor aantasting. Voor
zover dit kort na een behandeling met een fungi-
cide gevormd wordt, zal het dus enige tijd onbe-
schermd blijven. Tenslotte zijn de echte meeldauw-
schimmels betrekkelijk ongevoelig voor vele van
onze gangbare fungiciden, wat mogelijk in verband
staat met het feit dat de conidién kiemen zonder
opname van water, en daardoor waarschijnlijk tegen
opgeloste stoffen uit het milieu gevrijwaard zijn. De
werkzaamste der gevestigde middelen ter bestrij-
ding van meeldanw zijn zwavel en karathane, doch
het effect van deze stoffen is nog vaak onvoldoende,
terwijl er ook uit anderen hootde bezwaren aan kle-
ven. In verband met deze moeilijkheden is de ge-
dachte naar voren gekomen te trachten meeldauw-
ziekten met interne middelen te bestrijden.

Interne Therapie

Bestrijding van echte meeldauw met systemica zou
de volgende voordelen kunnen bieden. In plaats
van op het weinig gevoelige mycelium aan de bui-
tenkant van het blad. zou de aanval nu gericht kun-
nen worden op het in het blad aanwezige, veel
kwetsbaarder haustorium. Het middel zou niet door
regen van het blad gewassen kunnen worden, en
daardoor mogelijkheden tot een meer langdurige be-
scherming bieden. Tenslotte zouden, wanneer de
stof in de plant voldoende transporteerbaar zou zijn,
ook de tijdens de behandeling nog niet uitgegroeide
jonge plantedelen beschermd worden.

Als proefobjecten werden gekozen de echte meel-
dauw op komkommer en tarweplanten, (Erysiphe
cichoracearum en E. graminis) waarmee in de kas
gemakkelijk gewerkt kan worden. Jonge planten
worden met de wortels in een oplossing van de te
toetsen stof geplaatst, waarna op het blad conidién
van de schimmel worden gebracht. Na ruim een
week kan de ontwikkeling van meeldauw op de
planten beoordeeld worden. Bij toetsing op deze
wijze van een aantal antibiotica bleek, dat procaine-
penicilline G, een commercieel medisch preparaat,
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Fig. I.

Schematische voorstelling van echte meeldauw op een
blad van een plant. Mycelium en sporen bevinden
zich buiten op het blad, haustoria daarentegen in de
epidermis van het blad.

na toediening aan de wortels van komkommerplan-
ten, de ontwikkeling van de schimmel op het blad
in sterke mate onderdrukt. Daar penicilline slechts
tegen bacterién, en niet tegen schimmels werkzaam
is, werd besloten de beide samenstellende delen
van dit preparaat, nl. procaine en penicilline, apart
te toetsen. Toen bleek dat alleen procaine werk-
zaam was, werden de proeven met deze stof voort-
gezet.

Procaine-hydrochloride

Procaine-hydrochloride is een locaal anaestheticum,
dat onder de naam novocaine gebruikt wordt in de
tandheelkunde. Bij nader onderzoek was deze stof
tegen geen enkele der door ons getoetste schimmels
direct werkzaam. Na toediening aan de plant even-
wel, bleek het de ontwikkeling van de echte meel-
dauwschimmel te beletten (fig. 2).

Teneinde na te gaan in welk stadium de ontwikke-
ling van de meeldauwschimmel belet wordt, is ana-
tomisch onderzoek verricht aan met meeldauw ge-

van procaine-hydrochloride echte

Werking
meeldauw op komkommerplanten.

tegen

Links:  planten met wortels op een oplossing van
300 ppm procaine HCI; geen meeldauw.
Rechts: controleplanten, met wortels op water; aan-

getast door meeldauw.
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inoculeerde tarweplanten, die met hun wortels in
een oplossing van 550 ppm [)l‘l:(uli'!v—h\(ll‘tik‘lllnri(l(‘
stonden. Voor deze proeven werd meeldauw op tar
we uitgekozen, omdat bij deze planten de :'|:i(lt‘|'—
mis als een doorzichtige, eencellige laag van de on-
derkant van het blad atgestript en daarna micro
scopisch bestudeerd kan worden. Door dit op ver-
schillende tijdstippen na het begin van de proef te
doen, kan men de ontwikkeling van de schimmel op
de behandelde en onbehandelde planten volgen.
Uit deze proeven bleek dat de kieming van de spo-
ren op de behandelde plant normaal verloopt, maar
dat moeilijkheden gaan optreden zodra de schimmel
de plantecel binnengedrongen is. Of de groei van de
schimmel staat geheel stil, 6f er wordt een afwijkend
haustorium gevormd.

Hoe procaine-hydrochloride de groei van de schim-

I {. Werking { y 1 b tarwet
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mel op de plant remt is nog niet verklaard. Daar
deze stof niet direct op schimmels werkt, moeten
we waarschijnlijk denken aan een beinvloeding van
de stofwisseling van de plant, die de relatie van de-
ze obligate parasiet (meeldauw kan zich n.l. uit-
sluitend op de levende plant ontwikkelen) tot zijn
gastheer verstoort.

Behalve procaine-hydrochloride werden ook een
honderdtal derivaten van deze stof getoetst, die ge-
synthetiseerd waren op het Organisch-Chemisch
Instituut TNO te Utrecht. In samenwerking met de
aan dit instituut verbonden chemici werd getracht
om, binnen deze groep van stoffen, een verband te
leggen tussen de chemische structuur en de biolo-
gische werkzaamheid.

6 azauracil

Teneinde het toetsen van systemische middelen te-
gen echte meeldauw te vergemakkelijken, is gebruik
gemaakt van bladschijfjes. Wanneer men deze op
water laat drijven kan men de ontwikkeling van
echte meeldauw hierop nagaan. In deze toets nu
bleek kinetine (6-furfuryl aminopurine) de meel
dauwontwikkeling op komkommerbladschijfjes te
remmen. Aangezien deze stof een purinederivaat is,
werd ook de
derivaten van purine en pvrimidinebasen op deze
wijze onderzocht.

Uit dit onderzoek kwamen enkele stoffen naar vo-
ren, die eveneens een remmende invloed op de ont-
wikkeling van komkommermeeldauw hebben. Ver
reweg het meest actief hiervan bleek 6 azauracil te
zijn, een remmer van uracil, één der in ribonucleine-
zuur (RNA) voorkomende basen. De structuur van
6 azauracil wijkt slechts in geringe mate af van die
van uracil (zie fig. 5): ¢én der C atomen in de for-
mule van uracil is vervangen door N.

In de bladschijftoets was een oplossing van minder

\\!'l'l\i]l‘_" van een }]Ull(]l‘l'(]l.‘ll -‘lll(ll'l"‘
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dan één deel per miljoen voldoende om de meel-
dauwontwikkeling voor 100% te onderdrukken
(fig. 3).

Ook na toediening aan de wortels of na bespuiting
op het blad bleek 6 azauracil werkzaam te zijn te-
gen komkommermeeldauw. Zelfs het jonge blad, dat
zich pas na de bespuiting ontwikkelde, was nog
enigermate beschermd. Dit wijst dus op een goede
verplaatsbaarheid van de stof in de plant. Na be-
spuiting met hoge concentraties van 6 azauracil (100
ppm) werden echter ook de jonge delen van de
plant enigszins in hun groei geremd.

Op dezelfde wijze als hierboven beschreven voor
procaine, werd anatomisch onderzoek verricht naar
de ontwikkeling van meeldauw op tarweplanten, die
6 azauracil via de wortels opgenomen hadden. Ook
hier bleek remming van de schimmelgroei op te
treden, zodra vorming van een haustorium plaats
vond. Deze haustoria blijven op de behandelde
planten klein en onvolledig ontwikkeld (fig. 4). Vor-
ming van mycelium vindt hier niet of slechts in zeer
geringe mate plaats.

De vraag, die nu rijst, is op welke wijze de groei-
remming van de parasiet bewerkstelligd wordt. Uit
de literatuur is bekend dat 6 azauracil carcinostati-
sche eigenschappen heeft (onderzoek bij muizen),
en ook bij bacterién groeiremming teweeg brengt.
Het is een antimetaboliet voor uracil, en zijn wer-
king kan dan ook door de laatste stof geantagoneerd
worden. Het enzym, dat normaal de omzetting van
uracil in zijn riboside en riboside monofosfaat kata-
lyseert, bewerkstelligt nu de omzetting van 6 azau-
racil tot analoge verbindingen. Deze remmen op
hun beurt de pyrimidinebiosynthese door blokke-
ring van het enzym, dat de omzetting van orotidine
monophosphaat (OMP) in uridine monophosphaat
(UMP) katalyseert. De synthese van ribonucleine-
zuur (RNA), dat een essentiéle rol speelt bij de
eiwitsynthese, en derhalve onontbeerlijk is in de
stofwisseling van alle levende organismen, wordt
hiermee in de war gestuurd (fig. 5).

Uit eigen onderzoek bleek dat ook de werking van
6 azauracil tegen schimmels geantagoneerd kon
worden door uracil. Dit is niet alleen het geval in
vitro, maar ook in vivo. Bij toepassing van de blad-
schijfjesmethode kon het effect van 6 azawmacil te-
gen komkommermeeldauw geheel te niet gedaan
worden door uracil.

Er is echter een merkwaardig verschil tussen de
meeldauwproeven, waarbij de plant ingeschakeld
is, en de proeven in vitro, waarbij 6 azauracil di-
rect tegen schimmels en bacterién gebruikt wordt.
In het laatste geval kan de werking van 6 azauracil
uitsluitend door uracil geantagoneerd worden, in
het eerste geval echter ook door de precursors van
uracil, n.l. ureidobarnsteenzuur, dihvdroorotzuur en
orotzuur.

Daar de echte meeldauw een obligate parasiet is,
en dus niet buiten de plant gekweekt kan worden
is dit verschijnsel ook bestudeerd bij de schimmel
Colletotrichum lagenarium, de veroorzaker van
bladvuur op komkommerplanten, die ook op een
kunstmatige voedingsbodem gekweekt kan worden.
In een dergelijk geval kan de werking van 6 azaura-
cil tegen één en dezelfde schimmel zowel op kunst-
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Fig. 5. Pyrimidine biosynthese.

matige voedingsbodem als op de plant bestudeerd
worden.

Uit dit onderzoek bleek dat de werking van 6 azau-
racil tegen C. lagenarium op kunstmatige voedings-
bodem niet, maar op de plant wél door orotzuur ge-
antagoneerd wordt. Voor bladvuur geldt dus, even-
als voor meeldauw, dat antagonering van het effect
van 6 azauracil door orotzuur mogelijk is, als de
plant meespeelt. Op welke wijze de plant dit doet is
een punt van nader onderzoek.

Verder kon worden aangetoond dat 6 azauracil ook
in planten en in schimmels wordt omgezet tot 6
azauridine. Dit is onderzocht met behulp van pa-
pierchromatografie, waarbij schimmels als detectors
van fungicide verbindingen worden gebruikt.

De werking van 6 azauracil tegen meeldauwziektes
berust waarschijnlijk op hetzelfde principe als de
werking van deze stof tegen bacterién en tegen
tumorweefsel, n.l. op de remming van de RNA syn-
these in cellen of groepen van cellen, die in een
stadium van grote activiteit verkeren. Jonge, in
snelle groei verkerende delen van komkommerplan-
ten worden eveneens enigszins geremd door bespui-
ting met 6 azauracil. Maar klaarblijkelijk zijn er
verschillen in gevoeligheid van waardplant en para-
siet, zodat bij bepaalde concentraties de meeldauw
onderdrukt. maar de plant weinig of niet beinvlioed
wordt.

Conclusies

Het onderzoek naar systemisch werkenle middelen
tegen schimmelziekten bij planten heeft geleerd dat,
ondanks de hoge eisen die aan deze stoffen gesteld
worden wat betreft verplaatsbaarheid in de plant
en selectiviteit in werking, er verschillende stoffen
zijn die, althans ten dele, aan deze eisen beantwoor-
den. Dit is een stimulans voor verder onderzoek
naar stoffen, die alle benodigde eigenschappen voor
een goede systemische werkzaamheid in zich vere-
nigen.

Verder is gebleken dat bij dergelijke systemica een
directe, fungicide werking geen voorwaarde is voor
een effectieve onderdrukking van de ziekte op de
plant, en dat de plant zelf hierbij een belangrijke
rol kan spelen.

Tenslotte kan gezegd worden dat systemisch wer-
kende middelen kunnen meehelpen ons inzicht te
verdiepen in de verhouding tussen waardplant en
parasiet, waaromtrent onze kennis in de meeste ge-
vallen nog zeer fragmentarisch is.
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