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Benzimidazol-Fungizide:
Wirkungsweise und Probleme

C. Gessler, D, Sozziund H. Kern

Institut fiir spezielle Botanik
der Eidg. Technischen Hochschule Ziirich

Manuskript eingegangen am 16. August 1979

Fungizide aus der Gruppe der Benzimidazol-Derivate werden in der Praxis seit
mehr als 12 Jahren verwendet. Eingesetzt werden heute in der Schweiz noch Benlate
(Benomyl) gegen Halmbruch- und Ahrenkrankheiten (Cercosporelia herpotrichoides
und Septoria), Stinkbrand (Tilletia tritici), Flugbrand (Ustilago tritici) und gegen
Schneeschimmel (Fusarium nivale) bei Getreide; gegen schwarze Wurzelfiule
(Phomopsis sclerotioides) bei Gurken, gegen Blattfleckenkrankheit (Septoria) bei
Knollensellerie und Blattfleckenkrankheit (Cercospora beticola) bei Zuckerriibe,
gegen Bliiten- und Zweigmonilia bei Steinobst und zur kurativen Behandlung der
Schorfkrankheiten ( Venturia) bei Kernobst. Thiophanate werden im Obstbau gegen
die gleichen Krankheiten wie Benomyl empfohlen, Methylthiophanat auch gegen
Cercosporella herpotrichoides des Weizens.

Bis 1974 wurden Benomyl und Thiophanate auch im Weinbau und in Erdbeer-
kulturen gegen Graufiule (Botrytis cinerea) und echten Mehltau (Uncinula necator,
resp. Sphaerotheca macularis) eingesetzt. Die anderen Fungizide dieser Gruppe
wurden in der Schweiz nicht eingefiihrt, sie sind oder waren aber in anderen Lindern
im Einsatz. Es handelt sich dabei vor allem um die Substanzen Carbendazim (MBQC),
Thiabendazol (TBZ) und Fuberidazol.

Clemons und Sisler (1969) konnten nachweisen, dass Benomyl in wissriger
Losung sich zu Methyl-Benzimidazol-2-yl-Carbamat (MBC) umwandelt. Thiophanat
wird, allerdings langsamer, in wissriger Losung ebenfalls zu MBC umgewandelt
(Selling et al. 1970). Das fungitoxische Wirkungsspektrum dieser Substanzen ist
gleich (Edgington et al. 1971). Spiter entdeckte man auch eine stets vorhandene
Kreuzresistenz zwischen Benomyl, MBC und Thiophanat. Chemisch und biologisch
diirfen wir also diese drei Fungizide einer einzigen Wirksubstanz zuordnen.
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Thiabendazol und Fuberidazol werden nicht in MBC umgewandelt, haben aber
auch ein dhnliches Wirkungsspektrum. In fast allen Fillen ist ebenfalls eine Kreuz-
resistenz mit MBC beobachtet worden. Van Tuyl et al. (1974 und 1975) beobachteten
ein Fehlen dieser Kreuzresistenz bei einigen Stimmen von A spergillus nidulans,

A. niger, Penicillium expansum, Ustilago maydis und Rhodoturula rubra. Es kann
deshalb angenommen werden, dass der Wirkungsmechanismus von TBZ der gleiche
ist, dass aber von der Molekularstruktur her eine spezifische Resistenz entweder
gegen das MBC oder TBZ moglich, jedoch selten ist. Im weitaus hiufigsten Fall sind
fiir die Pilzzelle TBZ und MBC identisch.

Die Erforschung des Wirkungsmechanismus dieser Fungizidgruppe konzentrierte
sich deshalb ausschliesslich auf das MBC. Clemons und Sisler (1971) stellten fest,
dass die Oxydation von Glukose und die Protein- und RNA-Synthese bei Neurospora
crassa wihrend 8 —12 Stunden durch 1 ppm MBC nicht gestort werden, hingegen
wird die DNA-Synthese bis zu 85% gehemmt. Bei weiteren Versuchen mit Synchron-
kulturen von Ustilago maydis und Saccharomyces cerevisiae (Hammerschlag und
Sisler, 1973) wurde dann festgestellt, dass nicht die DNA-Synthese direkt beeinflusst
wird, sondern dass diese Hemmung Folgeerscheinung eines Unterbruches der Mitose
ist. Die Autoren vermuten einen dhnlichen Effekt auf die Mitose wie durch Colchizin
und Isopropyl N-phenylcarbamat bei héheren Pflanzen und durch Griseofulvin beim
Pilz Aspergillus nidulans.

Richmond und Pring (1971) beobachteten bei Konidien von Botrytis fabae
bei knapp subletalen Dosen von MBC verdickte und verdrehte Keimschlduche, die
sich 6fters als normal verzweigten. Die Organelle im Innern der Keimschlduche
waren nicht mehr geordnet. Das endoplasmatische Retikulum, das bei normal
keimenden Sporen strangweise die Kerne umlagert, war in Fragmente aufgelost
und ndher dem Plasmalemma als bei ruhenden Zellen. Benomyl hat auf Kallus-
Kulturen von Soyabohnen und auf Kotyledonen von Rettich eine wachstums-
stimulierende Wirkung, dhnlich dem Hormon Kinetin (Skene, 1972). Kurzfristig
konnte Benomyl Ozonschiden an Bohnenpflanzen verhindern (Manning, 1973;
Rufner, 1975). Richmond und Phillips (1975) stellten fest, dass MBC bei Wurzel-
spitzenzellen von Zwiebeln eine Aberration der Kerne hervorruft; die Chromosomen
bleiben sozusagen aneinander kleben. Auf gleiche Resultate kamen sie bei Hyphen-
spitzenzellen von Botrytis cinerea; auch dort blieben die Chromosomen als Chro-
matinklumpen zusammenkleben. Der Spindelmechanismus schien nicht mehr zu
funktionieren. Bourgois et al. (1977) beobachteten, wie Richmond und Pring (1971),
Verdnderungen der Keimschlduche bei Fusarium oxysporum f. sp. melonis. Sie
stellten fest, dass die Zellwidnde verdickt werden und lokal Zellwandmaterial ange-
reichert wird, sowie dass die Anzahl Lomosomen erhéht wird. In der gleichen
Arbeit wurde auch festgestellt, dass sich MBC hauptsidchlich im Cytoplasma und
nur in kleinerem Masse im Kern der lebenden Zellen befindet. Bei lysierten Zellen
war das MBC zu einem grossen Teil an die Membranfragmente gebunden, diese
Fragmente enthielten Teile des endoplasmatischen Retikulums, Mitochondrien,
Plasmalemma und Vesikel.

Buchenauer (1975) nimmt an, dass Benomyl einen stabilisierenden Effekt auf
Zellmembranen hoherer Pflanzen hat.

Der Hollinder Davidse (1976) beschreibt in einer umfassenden Arbeit den
Wirkungsmechanismus des MBC auf Aspergillus nidulans. Er fand, dass bei sensiblen
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Stimmen das MBC an ein Protein gebunden wird. Bei resistenten Stimmen war
keine Bindung zu beobachten. Durch verschiedene Versuche kommt er zum
Schluss, dass es sich bei den MBC-bindenden Proteinen um makromolekulare
Untereinheiten der Mikrotubuli handelt, die bei einer Anlagerung von MBC ihre
Funktion bei der Mitose nicht mehr iibernehmen konnen.

Gessler (1976) und Barash et al. (1976) stellten fest, dass MBC-sensible Stimme
mehr Fungizid aufnehmen als resistente Stimme.

Die Informationen iiber den Wirkungsmechanismus sind sehr zahlreich; die hier
ausgewahlten geben nur einen Uberblick. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht,
den Wirkungsmechanismus von MBC und TBZ bei Pilzen, die fiir die Landwirtschaft
von Bedeutung sind, nimlich Botrytis cinerea und Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, zu erkldren und eine Synthese der vielfiltigen Informationen herzu-
stellen.

Material und Methoden

Organismen:

Botrytis cinerea Pers. (ex Fr.), Stimme 150, 151 und 371 und Fusarium oxysporum (Schl.)
f. sp. Iycopersici (Sacc.) Snyd. et Hans., Stimme M 921 und 113 M sind in friiheren Arbeiten
beschrieben worden (Sozzi und Gessler, 1980). Die Stimme 151 und 113 M sind kiinstlich
induzierte MBC-Resistenzmutanten der sensiblen Ausgangsstimme 150, resp. M 921, Stamm 371
ist ein resistenter Wildstamm. Die Resistenzmutanten unterscheiden sich von ihren Ausgangs-
stimmen nur durch ihre erworbene Resistenz. Der Stamm 9 T ist ebenfalls eine Mutante von
M 921 mit einer gegeniiber dem Wildstamm erhdhten Sensibilitidt fiir MBC und hoher Resistenz
gegen TBZ.

Produkte:

cl4.MBC (Methyl-2-yl-Benzimidazolcarbamat) mit einer spezifischen Aktivitit von 27.2 mCi/mM,
in der Cy-Position markiert, wurde vom Radiochemical Center (Amersham, England) geliefert.
TBZ (24’-Thiazolyl)Benzinmidazol) technisch rein, kam von Merck, Deutschland.

Adsorption:

Die Adsorption von C14.MBC an ruhendes und wachsendes Mycel wurde nach der gleichen
Methode wie bei Gessler (1976) und Défago und Kern (1975) gemessen. Die Adsorption von
C14.MBC in zellfreien Extrakten der Mycelien wurde entweder mit dem Aktivkohlentest
(Shirline et al., 1973/74; Davidse, 1975) oder durch siulenchromatographische Auftrennung
auf Sephadex G-50 (26/22) gemessen.

Nachweis der Proteine:

Die quantitative Bestimmung der Proteine in den zellfreien Extrakten wurde nach der Methode
von Lowry (1953) mit Rinderserumalbumin als Referenz durchgefiihrt,

Zur qualitativen Auftrennung wurde die kontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
nach dem System von Laemmli (1970) und Weber und Osborn (1975) angewendet. Als Vergleichs-
substanzen dienten Proteine mit bekanntem Molekulargewicht und ein Mikrotubulinextrakt aus
Kilberhirn (zur Verfiigung gestellt von T. Kreis, Laboratorium fiir Biochemie, ETHZ).
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Resultate

Die Adsorption von C14-MBC an ruhendes Mycel war bei subletalen Dosen von
0.01 bis 0.05 ppm beim sensiblen Stamm von Botrytis cinerea hdher als bei den
resistenten Stimmen (Fig. 1). Bei wachsendem Mycel ergab sich das gleiche Resultat,
solange die MBC-Dosis das Wachstum nicht beeintrichtigte.

Der Unterschied in der MBC-Aufnahme zwischen dem sensiblen und den resi-
stenten Stdimmen betrug bei ruhendem Mycel nach 450 Minuten 0.8 ng/mg Mycel-
trockengewicht. Bei wachsendem Mycel war der entsprechende Unterschied, der
nach 10 Tagen erreicht wurde, 0.75 ng/mg. Gleichartige Resultate zeigten auch
die Versuche mit F. Iycopersici, wobei hier die Werte um 0.6 ng/mg Myceltrocken-
gewicht lagen.

Die Menge C14-MBC, die aus mit dem Fungizid inkubierten Mycelextrakten
mit Aktivkohle nicht entfernt werden konnte, wurde weitgehend von der beigefiigten
Menge Aktivkohle bestimmt. Es zeigte sich aber, dass bei gleicher Proteinmenge
in den Extrakten und bei gleicher Menge zugefugter Aktivkohle die sensiblen Stimme
immer einen grosseren Anteil von C14-MBC banden als resistente Stimme.

ng/mg
| 1 | | 1 | 1 I 1

sl C"-MBC | _
0.025 ppm

150

2+ _
371
151

1+ .

OF _

L | ] | | | { | |
4/5.5 5 10 20 40 80 160 320 450
Minuten

Fig. 1:
Adsorption von C 14 MBC an ruhendem Myzel von Botrytis cinerea. 150: sensibler Wildstamm,
151: resistente Mutante von 150, 371: resistenter Wildstamm.
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Mit Molekularfiltrationsmethoden wurde festgestellt, dass die in den Extrakten
nach der Behandlung mit Aktivkohle zuriickgebliebene Radioaktivitit an ein Molekiil
von iiber 100’000 Dalton gebunden wurde. Die Bindung war aber auch bei niedrigen
Temperaturen (20C) sehr labil und zersetzte sich mit einer Halbwertzeit von ca.

3 Stunden. .

Zellfreie Extrakte aus homogenisiertem Mycel wurden mit C14-MBC inkubiert
und auf einer Sephadex G-50 Siule aufgetrennt. Wie aus Fig. 2 hervorgeht, findet
man einen Teil der Radioaktivitit in den grossmolekularigen Fraktionen. Die Menge
gebundenes MBC ist mit der Fungizidempfindlichkeit der verschiedenen Stimme
korreliert (Tabelle 1).

Die von M 921 isolierten Proteine der hochmolekularen, radioaktiven Fraktionen
der Sephadex G-50 Sdule wurden reduziert und elektrophoretisch analysiert. Durch
die Reduktion wird das mikrotubulire Protein in seine a- und -Komponente, die
beide ein MG von ca. 52’000 Dalton haben, zerlegt. Neben anderen Proteinbanden
zeigte sich im kontinuierlichen SDS-System immer eine deutliche Bande mit einem
Molekulargewicht, das etwas iiber 50’000 Dalton lag (Fig. 3, E). Zum Vergleich
wurde Tubulin aus Kilberhirn, das in zwei Polymerisationszyklen gewonnen worden

6000} 60001
cpm cpm

i
Dextranblau

F—

3000 3000+
0+ 0
1 L l . ! L) T T ¥ L]
(0] 50 100 150 200 0] 50 100 150 200
Fig. 2:

Sidulenchromatographische Auftrennung von Myzelextrakten von Botrytis cinerea (A) und
Fusarium lycopersici (B) auf Sephadex G-50. Die Elutionsprofile zeigen die Radioaktivitit der
verschiedenen Fraktionen der Extrakte, die vorhergehend mit 4 uM C14-MBC inkubiert wurden.
Die Sdulen wurden mit ungefihr 8 mg Protein fiir B. cinerea und 11 mg fiir F. lycopersici geladen.
B. cinerea 150 (MBC-sensibel) ; Stamm 151 (resistente Mutante von 150) —.—.—. i

Stamm 371 (resistenter Wildstamm) ————; F, Iycopersici 9 T (hoch sensibel) ;

Stamm 921 (sensibel) ————; Stamm 113 M (resistent) —.—.—.. Abszisse: Fraktionen.
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Tabelle 1:
MBC-Bindung in Mycelextrakten von Botrytis cinerea und Fusarium lycopersici.

Stamm LDsg Inkubation gebundenes Protein ng MBC /
fir MBC ppm  uM MBC % mg/ml mg Protein

F, lycopersici

M921 1.2 3.6 5.2 11.8 3.0
9T 0.6 5.1 9.7 11.4 8.3
113 M 1000 5.0 0.45 11.1 0.08
117 M 1000 3.1 0.15 10.0 0.4
B, cinerea
150 0.05 4.8 T 8.0 8.89
151 1000 4.2 0.4 7.8 0.44
371 1000 4.5 0.3 9.5 0.26
| cr

=gy

EHERET

1]

Fig.3:

Proteinauftrennung mit SDS-Elektrophorese.

E = MBC-Bindungsfraktionen aus einer G-50 Sephadex-Séule
des sensiblen Stammes 92 1 von Fusarium lycopersici.

— LERE:‘.. T = gereinigtes Kilbertubulin. _

G (von oben nach unten) = Rinderalbumin MG 67’000,
Ovalbumin 45’000, Aldolase MG 39’500 und
Chymotrypsinogen MG 25°000.
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war, mitlaufen gelassen. Im verwendeten Elektrophoresesystem laufen a- und f3-
Tubulin gleich weit und erscheinen als eine Bande (Fig. 3, T). Die Bande aus dem
Mycelextrakt hatte die gleiche Mobilitit wie das gereinigte Kélbertubulin. Es konnte
sich deshalb bei der spezifischen Bande um pilzliches Tubulin handeln.

Diskussion

Das Fungizid MBC scheint nach allgemeiner Auffassung den normalen Ablauf
der Mitose zu verhindern. Die Zellteilung lduft bis zum Anfang der Metakinese noch
ab, weitere Phasen werden nicht mehr durchlaufen. Dieser Effekt ist dhnlich der
Wirkung von Colchicin. Das MBC wird an ein Protein der Grosse von 100’000 bis
110°000 Dalton gelagert. Bei Aspergillus nidulans vermutet Davidse (1976), dass es
sich bei den bindenden Proteinen um Tubulin handelt. Er findet im Elektrophoresen-
test 2 Proteine, bei denen es sich um - und $-Tubulin handeln kann. Mit Colchicin
konnte er eine kompetitive Verdringung des MBC am Bindungsprotein erreichen,
brauchte dazu aber eine rund 1000 Mal gréssere Menge. Hingegen verdringte Non-
codazol, ein Benzimidazolderivat mit Spindelgiftwirkung (De Brabander, 1975),
MBC schon bei equivalenten Mengen.

Unsere Resultate bestdtigen, dass MBC bei sensiblen Stimmen an ein Protein
gebunden wird und die Bindung bei resistenten Mutanten eindeutig geringer ist.

Die Adsorptionsunterschiede am Mycel von sensiblen und resistenten Stimmen von
B. cinerea betragen ca. 0.8 ng MBC/mg Myceltrockengewicht, was ca. 460 ng
bindenden Proteinen/mg Myceltrockengewicht entspricht bei der Annahme, dass
das bindende Protein ca. 110°000 Dalton schwer ist. Daraus ist abzuleiten, dass
ca. 0.1% der Totalmenge der vorhandenen Proteine bindende Proteine sind. Bei

F. Iycopersici kann ein gleicher Wert errechnet werden. Davidse berechnete einen
Wert von 0.2—0.4%. Es kann deshalb angenommen werden, dass der Unterschied
in der MBC-Adsorption dem gebundenen Teil entspricht, wihrend die Anlagerung
und die passive Aufnahme bei sensiblen und resistenten Stimmen gleich sind.
Resistenz scheint demzufolge nicht auf unterschiedlicher Permeabilitit der Mem-
branen gegeniiber dem MBC zu beruhen.

Wenn man die verschiedenen Schiden beobachtet, die MBC an Keimschliuchen
von Pilzen und anderen Zellen verursacht, und die verschiedenen Aufgaben, die die
Mikrotubuli in den Zellen haben, in Betracht zieht, so scheint der Schluss, dass
das MBC die Zusammensetzung der mikrotubuliren Untereinheiten zu Mikrotubuli
stort, angebracht. Mikrotubuli dienen der Versteifung von Plasmapartien und haben
Cytoskelett-Funktionen. Die beobachtete Desorganisation in den Keimschlduchen
kann auf eine teilweise Storung dieses Mikrotubuli-Systems hindeuten. Die gleichen,
oder sehr dhnlichen, mikrotubuliren Untereinheiten sind auch fiir die Kernteilung
sowie die Bildung der neuen Zellwand verantwortlich. Die meisten Untersuchungen
unterstiitzen also die von Davidse aufgestellte Hypothese, dass das MBC die Zu-
sammensetzung der Mikrotubuli stort.
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Die Resistenz basiert auf einem Fehlen oder einer Verminderung der Affinitit
dieser Tubulinproteine gegeniiber dem MBC. Aus diesem Grunde versuchten wir
eine Zusammensetzung und Reinigung der Mikrotubuli in vitro nach den bekannten
Modellen mit S4ugetieren (Soifer, 1975) zu erreichen, um dann in einem spiteren
Schritt damit den Wirkungsmechanismus und den Resistenzmechanismus zu iiber-
priifen. Es gelang uns in verschiedenen Puffersystemen bei Temperaturen im Bereich
von 4° bis 37°C nicht, je eine ,in vitro Assembly“ der Mikrotubuli zu erreichen.
Noch wenig ist bekannt iiber Mikrotubuli bei Pilzen, sie wurden schon etliche Male
beobachtet (Polysphondylium violaceum, Roos, 1975; Phlyctochytium irregulare,
McNitt, 1973 ; Fusarium oxysporum, Aist, 1972 ; Thraustotheca clavata, Heath, 1974,
Mucor hiemalis, McCully, 1973 ; Uromyces phaseoli, Heath, 1976 ; Boletus rubinellus,
Laughin, 1971; und andere), aber noch gelang es nicht, sie zu reinigen und in vitro
Versuche anzustellen.

Zusammenfassung

Die Adsorption von C14-MBC in subletalen Dosen an ruhendes und wachsendes
Mycel von Botrytis cinerea und Fusarium lycopersici war bei MBC-sensiblen Stimmen
hoher als bei resistenten. Die Adsorptionsunterschiede betrugen 0.8 respektive 0.6 ng
MBC/mg Myceltrockengewicht. Durch Molekularfiltration konnte in zellfreien Ex-
trakten gezeigt werden, dass die entsprechende Menge MBC an ein Protein von etwas
iiber 100°000 Dalton gebunden wurde. Mittels SDS-Elektrophorese gelang es, in der
Bindungsfraktion aus der Molekularfiltration ein Protein mit der gleichen Mobilitit
wie Tubulinextrakt aus Kilberhirn nachzuweisen.

Summary

Benzimidazole Fungicides: Mode of action and problems.

Adsorption of C14-MBC in sublethal rates was higher in resting and growing
mycelium of MBC-sensitive strains of Botrytis cinerea and Fusarium lycopersici
than in resistant ones. The difference in adsorption amounted to 0.8 and 0.6 ng
MBC/mg mycelium (dry weight) respectively. Using molecular filtration methods
it was possible to demonstrate in cellfree extracts that equivalent amounts of MBC
were bound to a protein with a molecular weight of approximately 110’000 Daltons.
SDS-electrophoresis showed the binding fraction from the molecular filtration to
contain a protein with the same mobility as a microtubular extract from calf brain.
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