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Einleitung

Pflanzenkrankheiten, verursacht durch Pilze, haben in der Vergangenheit auch in Europa
grofle Emteverluste und damit zusammenhdngend Hungersnote und Migrationswellen
verursacht. Daher wurde schon sehr frith, parallel zu den Entwicklungen in der
Bekdampfung menschlicher Infektionskrankheiten, versucht, durch Mikroorganismen
verursachte Pflanzenkrankheiten analog zu Paul Ehrlichs Konzept der Chemotherapie mit
Hilfe von Chemikalien zu bekdmpfen. Ein erster bedeutender Meilenstein auf dem Weg
zur Behandlung mit synthetischen Fungiziden war die Einfitlhrung von Thiram, einem
Dithiocarbamat, in den USA und Deutschland 1930 und 1932. Die damit angestof3ene
Entwicklung hat dazu gefiihrt, daBB der chemische Pflanzenschutz, zusammen mit groB3en
Erfolgen der Ziichtungsforschung heute die Erndhrung einer sehr viel groBeren Zahl von
Menschen als das noch vor 80 Jahren moglich erschien gewihrleistet. Dennoch und trotz
der bisher erreichten Erfolge steht die moderne Fungizidforschung vor einer Reihe groB3er
Herausforderungen, die es zu meistern gilt, um eine nachhaltige und sichere Versorgung
der Weltbevolkerung mit gesunden Nahrungsmitteln zu gewéhrleisten. Wie im Bereich
der in der Humanmedizin verwendeten Antiinfektiva bereitet im Pflanzenschutz das
Auftreten von resistenten Pilzen zum Teil erhebliche Probleme. Dazu kommt das
Auftreten von ,,neuen‘ Pathogenen an Orten, wo sie bisher nicht vorkamen, ein aktuelles
Beispiel dafiir ist die rasche Verbreitung des Asiatischen Sojabohnenrosts in Siidamerika.
Auch die hoheren Anforderungen an die Umweltvertrdglichkeit und Sicherheit sowohl fiir
die Anwender als auch fiir die Verbraucher machen erhohte Anstrengungen bei der
Entwicklung neuer Fungizide zwingend erforderlich. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daf
im Pflanzenschutz die Entwicklungskosten fiir einen neuen Wirkstoff nur wenig unter
denen fiir die Entwicklung eines Medikaments liegen, andererseits die zu erzielenden
Preise sehr deutlich unter denen von Arzneimitteln liegen.

Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen, die allen heutigen Anforderungen gerecht werden,
spielen mehrere Uberlegungen eine wichtige Rolle. Fiir die Suche nach
resistenzbrechenden Fungiziden sind Wirkmechanismen und Wirkorte von besonderem
Interesse, die noch nicht mit marktgingigen Wirkstoffen abgedeckt sind. Zu diesen
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konnen neue chemische Strukturen oder detaillierte Kenntnisse von Stoffwechselwegen,
die fir den Pilz lebenswichtig und fiir die Infektion und die Besiedelung der
Wirtspflanzen essentiell sind, fiihren. Auf beide Wege soll im Folgenden niher
eingegangen werden.

Wege zu neuen fir die Bekdmpfung von Schadpilzen nitzlichen chemischen
Strukturen (NCE’s)

Der klassische Weg: Die chemische Synthese

Zu neuen Wirkstoffen fithren prinzipiell zwei Wege, die chemische Synthese und die
Suche nach neuen Naturstoffen. Da Pflanzenschutzmittel in groBen Mengen
kostengilinstig und mit groBer Reinheit herstellbar sein miissen, ist die chemische
Synthese bisher in den meisten Fillen zielfithrend gewesen. Der grofite Teil der auf dem
Markt befindlichen Agrarfungizide sind daher synthetischen Ursprungs. Zu ihnen
gehoren beispielhaft die weltweit mit groBem Erfolg eingesetzten Azole und andere in die
Biosynthese des fiir viele Pilze lebenswichtigen Ergosterins eingreifende Wirkstoffe. Zur
Zeit befinden sich fungizide Wirkstoffe aus ungefdhr 60 chemischen Gruppen und mit -
soweit bekannt - 33 verschiedenen Angriffspunkten im Stoffwechsel der pathogenen
Pilze im Handel (FRAC, 2006). Die meisten entstammen kostengiinstigen chemischen
Synthesen und sind daher von der Komplexitit der Strukturen her limitiert. Uberraschend
wenig FErfolge zeitigte bisher die kombinatorische Synthese. Die mit ihrer Hilfe
hergestellten Substanzbibliotheken weisen eine recht beschrénkte Diversitét auf, was die
Auffindung nur sehr weniger ,.hits*, das hei3t neuer potentieller Leitstrukturen, zur Folge
hatte.

Die Alternative: Naturstoffe

Als Alternative bieten sich Naturstoffe an, die, was die strukturelle Vielfalt angeht, ein
nahezu unbegrenztes Reservoir anbieten. Unter den Naturstoffen ist der Anteil an
biologisch aktiven Verbindungen vergleichsweise hoch. Man fiihrt dies unter anderem
darauf zuriick, dal diese sogenannten ,,priviledged structures von Proteinen gebildet
wurden und an den Stoffwechsel von lebenden Zellen angepasst sind. Sie bieten zudem
den Vorteil einer guten Umweltvertrdglichkeit (Abbaubarkeit, keine Persistenz). Dagegen
sind, was die Toxizitdt betrifft, keine intrinsischen Vorteile erkennbar. Groflie Probleme
konnen bei den Naturstoffen die Herstellungskosten und die Verfligbarkeit von groB3eren
Mengen bereiten. Dies gilt insbesondere fiir seltene, langsam wachsende Pflanzen resp.
ihre Inhaltsstoffe und vor allem fiir viele Naturstoffe aus marinen Tieren und mit ihnen
assoziierte nicht kultivierbare Mikroorganismen.

Im Pharmabereich, bei geringerem Druck auf die Herstellungskosten, sind diese
Probleme in einigen Féllen léngerfristig mit gentechnischen Methoden Idsbar. Im
Pflanzenschutz dagegen wiirde sich die Entwicklung einer chemischen Synthese anbieten.
Auf dem Weltmarkt befinden sich nur wenige fermentativ hergestellte Fungizide darunter
Validamycin A, Kasugamycin und Polyoxin D (Iwasa et al., 1970; Umezawa et al.,
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1965; Isono et al., 1969) (Abb. 1). Alle werden von Streptomyceten produziert und nur
sehr beschrinkt eingesetzt. Im Unterschied dazu haben sich auf dem Insektizidmarkt die
Avermectine und neuerdings Spinosyn/Spinosad zu bedeutenden Produkten entwickelt
(Tanaka & Omura, 1993; Sparks et al., 1998).

Polyoxin D, ein Hemmstoff der Chitinsynthase
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Abb. 1: Als Fungizide eingesetzte Naturstoffe
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In der Humanmedizin wurde unldngst mit Caspofungin ein semisynthetisches, sehr
wirksames und wenig toxisches neues Antibiotikum aus der Echinocandin-Reihe (Bartizal
et al,, 1997) (Abb. 2) eingefiihrt, das das Potenzial hat, in einigen Anwendungen
(invasive Aspergillose, Candida-Infektionen) das sehr toxische Amphotericin B
abzulésen. Der Wirkort, die (1,3)B-D-Glucansynthase ware auch ein sehr interessanter
Angriffspunkt fiir Agrarfungizide, die sich aber strukturell deutlich von den
Echinocandinen unterscheiden sollten, um Kreuzresistenzen zu vermeiden

Im Bereich Pflanzenschutz konnen Naturstoffe idealerweise als Ideenlieferanten fiir die
Synthesechemie dienen wund gleichzeitig Anhaltspunkte fiir neue interessante
Angriffspunkte (Targets) geben. Ein neueres Beispiel hierfiir sind die Strobilurine, die
zur Entwicklung einer sehr erfolgreichen Klasse von Agrarfungiziden fiihrten (Sauter et
al., 1999). Urspriinglich isoliert aus einer Reihe von Basidiomyceten, die mit
Strobilurinen und Oudemansinen ihr Habitat und Substrat verteidigen und zum Teil in
Gegenwart von Konkurrenten die Produktion stark erhéhen (Kettering et al., 2004),
ergaben sich aus der Aufkldrung des Wirkortes in der Atmungskette und ersten Synthesen
zur Auffindung des Toxophors geniigend Anreize fiir eine Kooperation mit einem
Industriepartner.

Dies fiihrte in einem spannenden Wettlauf mit der internationalen Konkurrenz zur
Markteinfiilhrung des ersten Produkts 1996 (Abb. 3). Die Entwicklung der Strobilurine
belegt eindrucksvoll, dal Naturstoffe unter Beibehaltung ihrer intrinsischen dkologischen
Vorteile fiir die Bediirfnisse des Pflanzenschutzes optimiert werden kdnnen.

Die infektionsrelevante Differenzierung in phytopathogenen Pilzen als
Angriffspunkt fir moderne Fungizide

Fungizide, die die pathogenititsrelevante Differenzierung von Schadpilzen wihrend der
Pripenetrationsphase hemmen und dadurch die Besiedlung der Wirtspflanze verhindern,
erfilllen die Anforderungen an moderne Agarwirkstoffe in zweifacher Hinsicht. Das
vegetative Wachstum von bodenstindigen oder Mykorrhiza-assoziierten Pilzen bleibt
unbeeintrachtigt und die Wirkorte sind groftenteils neu.

Im Laufe der Evolution haben phytopathogene Pilze diverse Strategien entwickelt, um
Pflanzen zu infizieren. Sie durchbrechen die Kutikula mithilfe lytischer Enzyme, durch
mechanische Kraft oder sie dringen durch Wunden oder Stomata in die Wirtspflanzen ein.
Die Keimung der Konidien, die apikale Extension des Keimschlauchs, sowie die Bildung
von Infektionsorganen sind Vorraussetzungen fiir eine erfolgreiche Infektion und
Besiedlung der Wirtspflanze. Wirkstoffe, die diese Differenzierungsprozesse hemmen,
konnen als Pflanzenschutzmittel sehr interessant sein (Thines et al., 2004). Aufgrund der
unterschiedlichen Infektionsstrategien versprechen besonders Hemmstoffe der
Konidienkeimung, einem Differenzierungsschritt, der bei allen luftbiirtigen
Phytopathogenen essentiell ist, ein entsprechend groBBes Anwendungsspektrum.

Die Melaninbiosynthese im Reisbranderreger Magnaporthe grisea ist ein Beispiel fiir
einen  Differenzierungsprozess, der durch nicht-fungitoxische Pflanzenschutzmittel
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wihrend der Prépenetrationsphase gehemmt werden kann.

Die Synthese von Dihydroxynaphthalin-Melanin und die Anlagerung des Polymers in die
Zellwand der Appressorien (Infektionsorgane), sind essentielle und spezifische
Vorraussetzungen fiir die Funktionalitit der Infektionsstrukturen (Howard, 1997).
Mutanten, in denen die Biosynthese von DHN-Melanin gehemmt ist, konnen im Inneren
der Appressorien keinen Turgor mehr generieren, so dass die Kutikula von Reisbléttern
nicht mehr penetriert wird (Howard & Valent, 1996).

OH

Abb. 2:  Caspofungin, ein Inhibitor der (1,3)3-D-Glucansynthase

Hemmstoffe der DHN-Melaninbiosynthese werden seit etwa 30 Jahren erfolgreich im
Reisanbau eingesetzt. Widhrend dltere Pestizide wie Beam (Trizyklazol) die
Schliisselenzyme Tetra- bzw. Trihydroxynaphthalinreduktase der Melaninbiosynthese in
Magnaporthe grisea hemmen, unterscheidet sich das kiirzlich entwickelte/zugelassene
Fungizid Carpropamid in der Wirkungsweise. Carpropamid hemmt die Reaktionen von
Scytalon zu 1,3,8-Trihydroxynaphthalin und von Vermelon zu 1,8-Dihydroxynaphthalin
(Thieron et al, 1998). DHN-Melaninbiosynthesehemmstoffe beeintrédchtigen
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ausschlieBlich die Funktionalitit der Appressorien, das Myzelwachstum wird nicht
gehemmt. Ein Nachteil dieser Verbindungen ist das eingeschrinkte Pathogenspektrum, da
der Penetrationsmechanismus nicht sehr weit verbreitetet ist. Die Hemmstoffe der DHN-
Melaninbiosynthese wirken protektiv und werden gegen Reisbrand eingesetzt.

Strobilurin A (1977,1978)
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Abb. 3: Der lange Weg vom Naturstoff Strobilurin A zu weltweit eingesetzten
Agrarfungiziden.
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Quinoxyfen, aus der chemischen Klasse der Phenoxyquinoline, ist ein weiteres Beispiel
fir ein Fungizid, das spezifisch in Differenzierungsprozesse wihrend der
Pripenetrationsphase eingreift und die Appressorienbildung in Blumeria graminis, dem
Erreger des echten Mehltaus am Weizen, effizient hemmt. Der genaue molekulare
Wirkort von Quinoxyfen ist bislang noch nicht identifiziert. Da die Verbindung keine
toxische Wirkung auf das Myzelwachstum vieler Pilze hat, wird angenommen, dass die
friihe Signaltransduktion, die zur Bildung von Appressorien/Infektionsorganen fiihrt,
gehemmt wird (Wheeler et al., 2000). In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die Transkriptmenge der Protein Kinase C und cAMP-abhéngigen Protein
Kinase A durch die Einwirkung von Quinoxyfen verdndert werden, wobei bislang nicht
geklart ist, ob die enzymatische Aktivitdt dieser Kinasen direkt beeintrachtigt wird
(Wheeler et al., 2003). Eine Identifizierung des Wirkorts mithilfe resistenter Mutanten
gestaltet sich schwierig, da diese Stimme weniger Sporen bilden und eine geringere
Fitness haben.
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Abb. 4:  Carpropamid, Hemmstoff der DHN-Melaninbiosynthese in Magnaporthe
grisea
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Abb.5:  Quinoxyfen, Hemmstoff der Appressorienbildung in Blumeria graminis
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Modulatoren von Signaltransduktionswegen in Pilzen als Fungizide

AuBer Quinoxyfen gibt es noch weitere Fungizide, die mit der intrazelluldren
Signalweiterleitung in phytopathogenen Pilzen interagieren. Im Gegensatz zu
Hemmstoffen von Signalprozessen, wird durch Fludioxonil ein MAP Kinase Signalweg
in Pilzen hyperaktiviert (Kojima et al., 2004). Bei diesem Wirkstoff handelt es sich um
ein Phenylpyrrol-Fungizid, das chemisch vom Naturstoff Pyrrolnitrin abgeleitet ist
(Gehmann et al., 1990). Fludioxonil wird aufgrund seines breiten Wirkspektrums gegen
eine Reihe 6konomisch wichtiger Pflanzenpathogene eingesetzt.

Hinweise zur Wirkungsweise der Verbindung brachten Beobachtungen an resistenten
Mutanten, z.B. in Botrytis cinerea, die im Vergleich zu Wildtyp-Stimmen sensitiv fiir
osmotischen Stress waren (Yoshimi et al., 2003; Kojima et al., 2004). In Saccharomyces
cerevisiae ist die MAP Kinase Hogl ein zentrales Element bei der Regulation der
zelluldren Antwort auf osmotischen Stress (Brewster et al., 1993). In den filamentdsen
Pilzen Neurospora crassa und Colletotrichum lagenarium zeigten Mutanten, in denen
HOGL1 homologe Gene deletiert sind, eine erhdhte Osmosensitivitdt und Resistenz gegen
Fludioxonil (Zhang et al., 2002; Kojima et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass
nach Wirkstoff-Behandlung in C. lagenarium eine Hogl-verwandte MAP Kinase
phosphoryliert und damit aktiviert war. Daher wird angenommen, dass die Aktivierung
der MAP Kinase Hogl fiir den fungiziden Effekt von Fludioxonil verantwortlich ist
(Kojima et al., 2004).
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Abb. 6: Fludioxonil, ein Effektor der Signalweiterleitung in Pilzen

Die Osmoregulation in Pilzen gilt auch als Wirkort fiir Pyrrolnitrin, einem
antifungischen Metabolit von Pseudomonas sp. (Pillonel & Meyer, 1997). Der Wirkstoff
hemmt eine Proteinkinase in der Signaltransduktion, die an der zelluldren Antwort auf
Salzstress beteiligt ist.

Ein weiterer Hinweis fiir die Beeintrachtigung osmoregulatorischer Systeme durch
Phenylpyrrol- und Dicarboximid-Fungizide kommt aus molekularbiologischen
Untersuchungen am Maispathogen Cochliobolus heterostrophus. Mutanten, denen eine
Histidin Kinase der Gruppe III fehlt, sind weniger empfindlich gegen diese Fungizide als
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Wildtyp-Stimme. Es wird angenommen, dass Histidin Kinasen der Gruppe III an der
Aktivierung der Hogl-abhidngigen MAP Kinase Signalkaskade beteiligt sind (Yoshimi et
al., 2005). Im humanpathogenen Pilz Cryptococcus neoformans konnte nachgewiesen
werden, dass drei unabhidngige Signaltransduktionswege an der Sensitivitit gegen
Fludioxonil beteiligt sind. Neben dem Hogl MAP Kinase Signalweg konnten auch
Calcineurin- und Mpkl MAP Kinase Signalkaskaden identifiziert werden, die zur
Resistenz gegen das Fungizid beitragen (Kojima et al., 2006).
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Obwohl die genaue Wirkungsweise von Phenylpyrrol-Fungiziden noch nicht bekannt ist,
scheint die Signaltransduktion, die am osmoregulatorischen System in Pilzen beteiligt ist,
ein gutes Target zu sein fiir die Entwicklung neuer Fungizide.

Eine dhnliche Wirkungsweise wird auch fir den Naturstoff Ambruticin, einem
antifungischen Sekunddrmetaboliten aus Kulturen des Myxomyceten Polyangium
cellulosum, angenommen (Knauth & Reichenbach 2000). Pyrrolnitrin-resistente Stimme
sind auch weniger empfindlich gegen Ambruticin. Unter Einwirkung des Naturstoffs
konnte in Zygosaccharomyces rouxii neben der Akkumulation von Glyzerin eine
Verianderung des Lipidmusters festgestellt werden. Der letale Effekt von Ambruticin
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beruht wahrscheinlich auf dieser Verdnderung der Lipidzusammensetzung (Knauth &
Reichenbach 2000).

Aktuelle Ansétze zur Identifizierung neuer Targets fiir Fungizide

Ein Nachteil von Fungiziden, die Differenzierungsvorgénge in der infektionsspezifischen
Morphogenese hemmen, ist die zum Teil geringe Anwendungsbreite. Um neue Wirkorte
fir Pflanzenschutzmittel zu identifizieren, die im Infektionsprozess vieler
phytopathogener Pilze wichtige Funktionen haben, gewinnt daher die funktionelle
Genomforschung immer mehr an Bedeutung. Derzeit werden die Genome mehrerer Pilze
sequenziert. Die resultierenden Datenbanken ermdglichen eine vergleichende Analyse
von Genen, die an Entwicklungsprozessen beteiligt sind und die charakteristisch fiir Pilze
sind bzw. als spezifische Angriffspunkte fiir Fungizide in Frage kommen (Xu et al.,
2006). Vor allem Untersuchungen des Genexpressionsprofils haben sich als wertvolles
Werkzeug erwiesen, um Gene zu identifizieren, deren Produkte an frithen
Infektionsprozessen, oder an essentiellen physiologischen Reaktionen beteiligt sind
(Beffa, 2004). Eine signifikante Regulation der Transkriptmenge identifizierter Gene ist
ein erster Hinweis dafiir, dass die korrespondierenden Proteine wichtige Funktionen in
solchen Prozessen haben.

Die Sequenz-Informationen haben auch die molekularbiologische Manipulation, wie die
Deletion von Genen, wesentlich vereinfacht, was wiederum die Grundlage fiir das
Verstdndnis von Biosynthese-, Differenzierungs- und Signalvorgéingen ist. Die
Zerstorung von Genen birgt jedoch gravierende Nachteile. Oft fithren Deletionen zu
pleiotropen Effekten, d.h. die beobachteten Verdnderungen in der Mutante konnen durch
Sekundédreffekte hervorgerufen sein, wodurch Riickschliisse auf das zu untersuchende
Gen/Protein nicht zuléssig sind.

Bei der Identifizierung von Pathogenititsfaktoren bedeutet ein apathogener Phéanotyp bei
der Charakterisierung der entsprechenden Mutante noch nicht, dass das Genprodukt auch
ein geeigneter Wirkort fiir ein Fungizid ist. In diesem Fall ist die Validierung eines
moglichen Targets fiir die Therapie von groBer Bedeutung. Dies kann mittels
posttranskriptionalem ,gene silencing’ (PTGS) erfolgen. Dabei wird die mRNA eines
Gens sequenzspezifisch abgebaut. (Nakayashiki et al., 2005). Besonders fiir Faktoren,
von denen angenommen wird, dass die Deletion des korrespondierenden Gens zu einem
letalen Phénotyp fiihrt, ist das PTGS ein wertvolles Werkzeug, um die physiologische
Rolle zu validieren.

Zur Identifizierung und Validierung von potenziellen Targets fiir Pflanzenschutzmittel
konnen auch Hemmstoffe verwendet werden. Diese haben den groflen Vorteil, dass sie in
unterschiedlicher Dosierung und zu verschiedenen Zeitpunkten angewendet werden
konnen. Dabei sind Naturstoffe unter anderem durch ihre hohe chemische Diversitéit von
grolem Interesse. Wiéhrend in der Vergangenheit Substanzbibliotheken oft nur nach
,Assay-fiahigen’ biologischen Aktivitdten untersucht wurden, werden neuerdings auch
spezifische Dbiologische Vorginge wie Signaltransduktion und Differenzierung
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einbezogen. Daher konnen in Zukunft noch viele interessante Effektoren dieser
Stoffwechselvorginge erwartet werden und damit neue Ansétze fiir den Pflanzenschutz.
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