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Summary

Herbicides and fungicides are chemicals which increase and
ameliorate production in agriculture and save manpower. Her-
bicides are used to control weeds without destruction of use-
ful plants. Fungicides protect plants against the attack of
phytopathogenic fungi. Herbicides and fungicides may be dan-
gerous for men and animals if they are not degraded at all or
if they are only degraded at a very slow rate. The mechanis-
mus of degradation of some herbicides and fungicides by mi-
croorganisms are described. On the occurence of these micro-
organisms in the various taxonomical groups is reported. Their
potential to degrade of natural and foreign substrates is dis-
cussed. The knowledge obtained may be useful for the deve-
lopment of new herbicides and fungicides which are degraded
easily and thus cause less pollution of the environment.

Herbizide und Fungizide, Hilfsmittel in der Land-
wirtschaft zur Erzeugung hoherer Ertrige, konnen un-
ter Umstidnden fiir Mensch und Tier gefahrlich werden,
wenn sie nicht nach erfolgreicher Anwendung wieder ab-
gebaut werden. Der Mechanismus des mikrobiellen Ab-
baus einiger Herbizide und Fungizide wird geschildert.
Die Erkenntnisse kénnen fiir die Entwicklung wirk-
samerer Herbizide und Fungizide geniitzt werden, die
durch giinstigere Abbauméglichkeiten weniger Ver-
unreinigungen unserer Umwelt bewirken.

1. Einleitung

Der Mensch verindert seine Umwelt, indem er mit oder
auch ohne Absicht Chemikalien auf Lebewesen einwir-
ken liaBt. Mit diesem Eingriff in die Natur will er
schidliche Organismen pflanzlicher oder tierischer Her-
kunft vernichten oder hemmen und gleichzeitig Nutz-
pflanzen optimales Wachstum erméglichen. Sehr hiufig
werden dabei unbeabsichtigt andere Lebewesen geschi-
digt. Die verwendeten Chemikalien werden in den mei-
sten Fillen mehr oder weniger rasch durch Mikroorga-
nismen des Bodens abgebaut. Am Beispiel von einigen
Herbiziden und Fungiziden soll im folgenden gezeigt
werden, was zur Zeit iiber derartige Abbauvorginge
bekannt ist.

2. Herbizide

Unter Herbiziden versteht man chemische Verbindun-
gen, die Unkrduter und Ungriser vernichten und die
Nutzpflanzen schonen und ihnen damit indirekt ein bes-

seres Wachstum erméglichen. Uber die Hilfte des Acker-
landes bzw. 20% der Bodenfliche der Bundesrepublik
Deutschland werden jihrlich mit Herbiziden behandelt.
So werden gréflere Herbizidmengen zur Totalunkraut-
bekimpfung an Bahnkérpern, Autobahnen, Industrie-
anlagen usw. eingesetzt?.

2.1. Mikrobieller Abbau des Pyramins

Das selektive Riibenherbizid Pyramin®, dessen eigent-
liche Wirksubstanz Pyrazon genannt wird, besteht aus
5-Amino-4-chlor-2-phenyl-3 (2 H)-pyridazinon (1). Rii-
benpflanzen werden durch diese Verbindung bei Ein-
haltung einer bestimmten Dosierung normalerweise nicht
geschidigt, da das Pyrazon langsamer als von anderen
Pflanzen aufgenommen wird und obendrein schnell in
eine Verbindung ohne herbizide Wirkung iibergefiihrt
wird2. Von Mikroorganismen des Bodens wird Pyrazon
in die entphenylierte Verbindung umgewandelt3. 5-Ami-
no-4-chlor-3 (2 H)-pyridazinon (6) ld6t sich regelrecht
auf diesem Wege priparativ darstellen. Aus Erdproben
konnten mit einem Anreicherungsverfahren Bakterien
isoliert werden, die in einem Mineralsalzmedium mit
Pyrazon als einziger Kohlenstoffquelle wachsen kénnen.
Dem Mineralsalzmedium muf} noch Cobalamin in gerin-
gen Mengen zugesetzt werden. Diese Bakterien konnen
auch mit dem Benzolteil von Antipyrin und Pyramidon
zum Wachstum gebracht werden, wachsen aber nicht
mit anderen aromatischen Verbindungen, wie z.B.
Brenzkatechin, Protocatechusidure oder den verschiede-
nen Hydroxybenzoesiuren, die erfahrungsgemifl viel-
fach von Bakterien metabolisiert werden. Auch auf
einer iiblichen Kohlenstoffquelle, wie Glucose oder
einem anderen Zucker, konnen die pyrazonabbauenden
Bakterien nicht wachsen®.

Bei der Untersuchung des Pyrazonabbaues liel sich
als erstes Zwischenprodukt 5-Amino-4-chlor-2-(2,3-cis-
dihydroxycyclohexa-4,6-dien-1-yl)-3 (2 H)-pyridazinon
(2) nachweisen®. Zur Strukturermittlung wurden die
Elementaranalyse, spektroskopische Eigenschaften (uv,
cp, Ms, NMR) und die Identifizierung von Zersetzungs-
produkten herangezogen. Die Deutung des NMR-Spek-
trums fithrt zur Annahme der cis-Konfiguration der
Hydroxylgruppen, die auch durch das Ergebnis einer
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Reaktion mit Kaliumtriacetylosmat gestiitzt wird. Die
Behandlung von (2) mit 1N HCI bei 20° fiihrt zu einem
Gemisch zweier Phenole:
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Als Folgeprodukt des Abbaues ist ein Brenzkatechin-
derivat (3) zu postulieren, das aber bisher aus dem Kul-
turmedium pyrazonabbauender Bakterien nicht isoliert
werden konnte. Es lie sich aber zeigen, dafl ein En-
zymrohextrakt dieser Bakterien (2) in (3) umwandelt.
Die Sicherung der Struktur dieser Verbindung basiert
auf massenspektrometrischer Untersuchung. Die Ver-
bindung zeigt eine zeitabhingige Phenolatverschiebung
im uv-Bereich unter alkalischen Bedingungen (Errei-
chen des Maximums nach 45 Minuten). (3) ist auch aus
(2) auf chemischem Wege zuginglich. Durch Erhitzen
von (2) in wiBlriger Losung unter Zusatz von Palladium-
kohle wird in einer Disproportionierungsreaktion (3) ge-
bildet. Es laBt sich auflerdem eine Cyclohexenverbin-
dung nachweisen.
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Durch diese Synthese ist es nun méglich, (3) fiir wei-
tere enzymchemische Untersuchungen einzusetzen®,

Aus dem Medium pyrazonabbauender Bakterien
konnte weiterhin eine Dicarbonsiure isoliert werden, de-
ren Bildung zwanglos durch Orthospaltung von (3) ge-
deutet werden kann. Die nihere Untersuchung ergab,
daB es sich bei dieser Dicarbonsidure um 2-(5-Amino-4-
chlor-3-0x0-2,3-dihydro-2 - pyridazino)-cis, cis-mucon-
sdure (4) handelt5. (4) wird durch enzymatische Hydro-
lyse vermutlich zu 2-Hydroxymuconsiure (5) und
5-Amino-4-chlor-3 (2 H)-pyridazinon (6) gespalten. (6)
wird bei jeder Fermentation von Pyrazon mit den pyra-
zonabbauenden Bakterien gefunden und stellt offenbar
fiir diese Bakterien ein nicht weiter abbaubares End-
produkt dar®. Bisher konnten keine Mikroorganismen
isoliert werden, die (6) als Kohlenstoff- oder Stickstoff-
quelle nutzen kénnen. Auch im natiirlichen Boden er-
folgt nach bisherigen Untersuchungen kein weiterer Ab-
bau von (6).

Das Lacton der 2-Hydroxymuconsiure (7) tritt im
Medium pyrazonabbauender Bakterien auf und lifit sich
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leicht nachweisen. Diese 2-Pyron-6-carbonsiure wird
offensichtlich nicht weiter abgebaut. Wahrscheinlich
entsteht diese Verbindung in einer eigentlich un-
erwiinschten Nebenreaktion enzymatisch aus (5). Zell-
freie Extrakte aus pyrazonabbauenden Bakterien setzen
andererseits (5) unter stéchiometrischer Abspaltung von
CO, um. Vermutlich wird (5) zunichst durch eine
Tautomerase umgelagert. Bei der anschlielenden De-
carboxylierung entsteht dann Vinylbrenztraubensiure,
aus der durch Wasseranlagerung 2-Keto-4-hydroxyvale-
riansdure gebildet wird. Die daraus gebildeten Verbin-
dungen Brenztraubensiure und Acetaldehyd konnen die
Bakterien als Kohlenstoffquelle verwerten.

Der postulierte Abbauweg wird zusammenfassend for-
muliert:
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Bei der Untersuchung der Frage, welche Struktur-
elemente des Pyrazons zur Abbaufihigkeit einer Verbin-
dung durch diese Bakterien vorhanden sein miissen,
stellte es sich heraus, da N-Methylformanilid und
N-Methylacetanilid abgebaut werden. Acetanilid hinge-
gen wird von diesen Bakterien nicht angegriffen. Auch
beim Abbau von N-Methylacetanilid 146t sich im Me-
dium 2-Pyron-6-carbonsiure (7) nachweisen”.

Die pyrazonabbauenden Bakterien konnen methyl-
substituiertes Pyrazon als Kohlenstoffquelle nicht ver-
werten. Gibt man aber zu auf Pyrazon vorgeziichteten

1 M.HANF, Mit. Biol. Bundesanstalt Land- u. Forstwiss. 1972, 9.

2 G.R.STepHENSON und S.K.RiEes, Weed Res.7 (1967) 51.

3 N.DrescHER und S.Ortr0, Z. Pfl.-Krankh. Pfl.-Schutz 76 (1969) 27.

4 C.FROHNER, O.0LTMANNS und F.LINGENS, Arch.Mikrobiol.74
(1970) 82.

5 E.pE FRENNE, J.EBERSPACHER und F.LinNGEns, Europ.J.Bio-
chem.33 (1973) 357.

¢ S.Haue, J. EBERsPACHER und F. LINGENS, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 54, (1973) 760.

7 C.FRrOENER und F.LINGENS, unversffentlicht.
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Bakterien 5-Amino-4-chlor-2-(2-methylphenyl)-3 (2 H)-
pyridazinon bzw. die entsprechende 3-Methylphenyl-
verbindung, so tritt eine Umwandlung zu der entspre-
chenden Hydroxymethylverbindung ein. Die 4-Methyl-
phenylverbindung wird unter diesen Bedingungen nicht
verdndert®.

Man bezeichnet Umsetzungen mit vorgeziichteten
Mikroorganismen als Versuche unter Cometabolismus-
Bedingungen. Der Cometabolismus spielt sicherlich eine
Rolle fiir Abbauvorginge unter natiirlichen Bedingun-
gen mit einer Mischpopulation verschiedener Arten?.
Ein Bakterium kann z.B. auf einer bestimmten Koh-
lenstoffquelle im Boden wachsen und dann eine andere
Verbindung nur partiell verindern. Diese verinderte
Verbindung wird dann gegebenenfalls von einem ande-
ren Mikroorganismus weiter metabolisiert. So wurde
jungst der Cometabolismus zur Deutung des mikrobiel-
len Abbaus von zyklischen Paraffinkohlenwasserstoffen
herangezogen1®.

2.2. Mikrobieller Abbau von Phenoxyfettsiuren

Verschiedenartig substituierte Phenoxyfettsduren wer-
den im Getreideanbau zur Bekimpfung von Unkrédutern
eingesetzt. Sie greifen vermutlich bevorzugt in den
Nukleinsiurestoffwechsel ein. Diese praktisch wichtigen
Phenoxyfettsiuren werden durch Mikroorganismen des
Bodens gewdhnlich so gespalten, daB zunichst die
aliphatische Seitenkette entfernt wird. Das gebildete
Phenol wird in ein Brenzkatechinderivat umgewandelt.
Der weitere Abbau der verschiedenartig substituierten
Chlorbrenzkatechine erfolgt dann meist iiber die gleichen
Zwischenprodukte wie beim unsubstituierten Brenz-
katechin. Oft 1iBt sich allerdings der Abbau von halo-
gensubstituierten Aromaten nur auf dem Wege des
Cometabolismus untersuchen, da diese Verbindungen
nicht als Kohlenstoffquelle genutzt werden kénnen. So
hat Horvate die Umwandlung des Herbizids 2,3,6-
Trichlorbenzoat durch Cometabolismus in 3,5-Dichlor-
brenzkatechin nachgewiesen!l,

Fiir 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure (2,4-D) ist folgen-
der Abbauweg ermittelt worden!?:

CH,~COOH
OH o

Lc L_ct Ho Aot (490K ¢

O O “2°

| | |

a ct cl

Es besteht aber auch die Méglichkeit, dafl aus 2,4-
Dichlorphenol zunichst 4-Chlorbrenzkatechin entsteht.
Daraus ergibt sich folgendes Abbauschema!3:

oH OH
COOH +
., Q/OH—-» (/coom» H0
i |
ct CL c
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Auch 4-Chlorphenoxyessigsiure (4-cpa) wird auf
einem entsprechenden Wege!? abgebaut:

CH-COOH
o] OH OH
| i l coon 92
_OH +
O~ O~ O (oo
] | | | oL
Cl Cl CL Cl

Fiir 2-Methyl-4-chlorphenoxyessigsdure (McpA) sol-
len mehrere Abbauwege sogar in ein und demselben Bak-
terium existieren. Eine dieser Abbauméglichkeiten wird
mit dem folgenden Abbauschema?l* skizziert:
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CH3 HO_A_CHy HO__L_cH, HOOC
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Auch durch die Untersuchung des mikrobiellen Ab-
baus nicht mit Halogen substituierter Aromaten ist be-
kannt, daB in Abhiingigkeit vom Ausgangsaromaten ver-
schiedene Spaltungssysteme induziert werden. Von
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Chimia 27 (1973) Nr. 12 (Dezember)

Jounson und StaNiER!S wurden verschiedene Abbau-
wege fiir p-Hydroxybenzoesiure, Benzoesiure, Phenol,
p-Kresol und m-Hydroxybenzoesdure in Alcaligenes
(Hydrogenomonas) eutrophus ermittelt. Brenzkatechin
wird einerseits durch Orthospaltung in cis, cis-Mucon-
sdure umgewandelt, andererseits beim Weg ausgehend
vom Phenol durch Metaspaltung neben den Hydroxyl-
gruppen in 2-Hydroxymuconsiurehalbaldehyd iiberge-
fithrt (s. letzte Formelgruppe S. 630).

2.3. Nitroaromaten

Auch Nitroaromaten werden durch Mikroorganismen
metabolisiert. Durch Arthrobacter simplex wird das
Herbizid und Insektizid 3,5-Dinitro-o-cresol unter stu-
fenweisen Ersatz der Nitrogruppen unter Freisetzung
von Nitrit in eine Trihydroxyverbindung verwandelt16:

OH OH OH
0;N__L_CH; HO__L_,CHy HO CHy

7/ ~, ~, I e
@ — @ — @ — Ringspaltung
|

| |
NO, NO, OH

Es besteht aber auch die Méglichkeit, daf} die Nitro-
gruppen zunichst zu Aminogruppen reduziert werden
und daf} daraus dann Hydroxyverbindungen entstehen.
Diese Moglichkeit wird von einem Pseudomonas-Stamm
realisiert17:

OH (lJH OH OIH
02N, A CHy H;N__\_CHy HO__A_.CHy HO__N. CHy
—_— —_— —
| | | |
NO; NO2 NO2 NH2
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Das Herbizid Trifluralin (a, a, a - Trifluor-2,6 - dinitro-
N,N-dipropyl-p-toluidin) (8) wird als Vorauflaufmittel
(diese Mittel werden aufgebracht, bevor die Kultur-
pflanze die Bodendecke durchstofSen hat) bei Baum-
wolle, Soja, Raps, Luzerne und anderen trifluralin-tole-
ranten Kulturpflanzen angewandt. Durch Untersuchun-
gen mit Mikroorganismen des Kuhmagens (Bacteroides
ruminicola subsp. brevis und Lachnospira multiparus)

$H3 CHj
|
G &
CH; CHj
N7

|
02N\©1N02

|
CF3

@®)
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lieB sich zeigen, dafl im Kuhmagen eine Verinderung
durch Entalkylierung und Reduktion auftritt. Folgende
Verbindungen wurden nachgewiesen8:

CH; $H3 CH3 CHj3 (I:H3 C|H3
?Hz (I:Hz CHz CHy ?Hz CHaz
|
CH, CH
\ﬁ’ 2 C{“r;,cHz H\N’CH2 H\N/CH2
HzN\©zN02 HzN\©,NH2 H2N\©1N02 H2N\<I],NH2
| | | |
CF3 CF CF} Ch

2.4. s-Triazine

Zu der wichtigen Gruppe der s-Triazine, die als Herbizide
Verwendung finden, gehéren u.a. Simazin (2-Chlor-4,6-
bis (dthylamino)-s-triazin) (9), Atrazin (2-Chlor-4-ithyl-
amino-6-isopropylamino)-s-triazin) (10) und Propazin
(2-Chlor-4,6-bis (isopropylamino)-s-triazin) (11).

?l El o
NZ NN NN
H*’kNJ\NH .vakNJ\§H HNJ*NJ*§H
HsCy CaHs  HgC;  iC3Hy  iHsC3  iCaHy
) (10) (11)

Anstelle des Chlorsubstituenten kann auch eine
Methoxy- oder eine Methylthiogruppe vorhanden sein.
Im Erdboden werden diese Verbindungen durch Hydro-
lyse und N-Dealkylierung abgewandelt!®. Auch mit
isolierten Mikroorganismen konnte gezeigt werden, daB
die Seitenketten entfernt werden. Mit entsprechend
radioaktiv markierten Verbindungen lief} sich die Ent-
wicklung von 4CO, nachweisen?, Beim Abbau durch
Pilze tritt u.a. 2,4-Dihydroxy-6-amino-s-triazin®' auf.
Im Erdboden wird recht langsam auch der Heterozyklus

8 E.pE FRENNE, J. EBERSPACHER und F.LINGENS, unveréffentlicht.

9 R.S.HorvATa, Bact. Rev.36 (1972) 146.

10 H.W.BeaM und J.J.PERRY, Arch. Mikrobiol.91 (1973) 87.

R.S.HoRVATH, Biochem.J.119 (1970) 871.
W.C.EvaANs, Encyclopedia of Plant Physiology, Vol.10, Springer,
Berlin 1958, S.474.
T.1.STEENSON und N.WALKER, J.Gen. Microbiol. 16 (1957) 146.

14 J.K. Gaunt und W.C. Evans, Biochem. J. 79 (1961) 25 P ;
L.J.Aupus, in The Physiology and Biochemistry of Herbicides,
Academic Press, New York 1964, Kapitel 5.

15 B.F.JonnsoN und R.Y.STANIER, J. Bacteriol. 107 (1971) 468.

16 K.GUNDERSON und H.L.JENSEN, Acta Agric.Scand.6 (1955/56)
100.

17 M.S.Tewrik und W.C.Evans, Biochem.J.99 (1966) 31 P.

18 P.P.WiLLiams und V. J. FEivL, J. Agric. Food Chem.19 (1971) 1198.

19 E.KNugswi, D. BERRER, G. Dupuis und H.EsSER, in Degradation
of Herbicides (ed. P.C. KEARNEY und D.D. KaurmMANN), M. Dekker,
New York 1969, S.51.

20 D.D.KAurMAN, P.C.KEARNEY und T.J.SHEETs, J.Agric. Food
Chem.13 (1965) 238.

21 P.C.KearNEY, D.D.KaurMAN und T.J.SHEETS, J.Agric. Food
Chem.13 (1965) 369.
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wenigstens zum Teil abgebaut, wie Versuche mit ring-
markiertem Heterozyklus ergaben?2. Es ist bis jetzt
noch kein genauer Abbauweg fiir den eigentlichen He-
terozyklus ermittelt worden.

2.5. Harnstoffverbindungen

Phenylsubstituierte Harnstoffverbindungen entfalten
herbizide Wirksamkeit. Als Beispiele fiir diese grofle
Gruppe von Verbindungen, die selektiv auf die Photo-
synthese von griinen Pflanzen und Algen wirken, seien
genannt: Fenuron (3-Phenyl-1,1-dimethylharnstoff)
(12), Monuron [3-(p-Chlorphenyl)-1,1-dimethylharn-
stoff] (13), Diuron [3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethyl-
harnstoff] (14) und Linuron [3-(3,4-Dichlorphenyl)-
1-methoxy-1-methylharnstoff] (15).

@—NH-CO—N(CH:’
CH

3
(12)
CH3
ct-¢ N-NH-co-N¢
@ “CH,
a3)
CHa
- ~NH-CO=NZ7
cl O NH-CO-NC [,
cl
(14)
_OCH;
c ~NH-CO-NS
“ Q “CHy
cl
as)

Die Kenntnisse iiber den mikrobiellen Abbau dieser
Verbindungen sind bisher nur bruchstiickhaft. Linuron
z. B. wird wahrscheinlich im Erdboden zu 3,4-Dichlorani-
lin, Methoxymethylamin und CO, gespalten2. Fiir den
Abbau von Diuron im Erdboden wurde folgender Abbau-
weg postuliert:

cn—@ NH-co-NZC! H

c(

ct-)-NH-CO-NH; — ot~ )—NHy + COz+NHy
7/ /
ol cl

— CI- @ NH-CO- N\CH

Bei diesen Untersuchungen wurden keine Mikroorganis-
men isoliert 24,

3. Fungizide

Fungizide werden eingesetzt, um Pflanzen vor dem Be-
fall durch phytopathogene Pilze zu schiitzen. Fungizide
hemmen oder vernichten Pilze in Form von Mycelien
oder auch Sporen. Unter systemischen Fungiziden ver-
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steht man solche Verbindungen, die von der Pflanze auf-
genommen werden konnen und auf diese Weise den
Pilzbefall verhindern.

3.1. Sdureanilide

Verschiedenartig substituierte Siureanilide werden in
groem Umfang als systemische Fungizide eingesetzt.
Sie wirken vor allem auf Basidiomyceten, wie beispiels-
weise Brandpilze ( Ustilago-Arten), Rostpilze (Puccinia-
Arten) und gegen den Bodenpilz Rhizoctonia solani. Zur
Gruppe der « Oxathiine» gehéren die Fungizide Carboxin
und Oxycarboxin. Unter Carboxin versteht man 5,6-
Dihydro-2-methyl-1,4-o0xathiin-3-carboxanilid (16). Als
systemische Fungizide sind weiterhin o-Toluanilid (17)
und 2,5-Dimethyl-furan-3-carboxanilid (18) im Ver-
suchsstadium.

(')=O

_CH;3 _CH3
EOj*c ~NH— @ ©\c ~NH— Q @
H3C
(16) (17) (13)

Durch Inkubation von feuchter Gartenerde mit (17)
bzw. (18) iiber mehrere Monate bei 28°C lief3 sich zei-
gen, daf die Verbindungen (17) und (18) langsam abge-
baut werden. Aus diesen Erdproben konnten durch
Transfer in ein Mineralsalzmedium mit (17) oder (18) als
einziger Kohlenstoffquelle Mikroorganismen mit der
Fihigkeit zum Abbau von (17) oder (18) angereichert
werden. Die Untersuchung der Reinkulturen ergab, da3
es sich um ein Bakterium der Gattung Nocardia handelt.
Diese Nocardia-Spezies kann auf den verschiedenartig
substituierten Siureaniliden wie (16), (17) oder (18) als
einziger Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle wachsen. Dar-
iiber hinaus wichst dieser Stamm auch mit Anilin,
Acetanilid, Isopropyl-N-phenylcarbamat (Herbizid),
Phenol, Paraffin und Glucose?. Beim Wachstum auf
den Fungiziden wird offensichtlich nur der Anilinteil
verwendet. Aus dem Medium kénnen die entsprechenden
Séduren isoliert werden. Daneben findet man auch in ge-
ringen Mengen Anilin, das bei der Spaltung entsteht,
dann aber zum weiteren Wachstum verwendet wird.

Von dieser Nocardia-Spezies konnten Mutanten iso-
liert werden, die an verschiedenen Stellen im Abbauweg
der Siureanilidfungizide genetisch blockiert sind 26. Ein
Enzym des Abbauweges hat also durch die Mutation
seine normale Funktionsfihigkeit verloren. Zur Ausls-
sung der Mutationen diente das hochwirksame Mutagen
N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin (zamWirkungsme-
chanismus siehe??).

Die erhaltenen Mutanten konnten auf Grund ihres
verschiedenartigen Wachstumsverhaltens in mehrere
Gruppen eingeteilt werden:

1.Wachstum mit Anilin, Phenol, Brenzkatechin und
Protocatechu-Sidure. 2. Wachstum mit Phenol, Brenz-
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katechin und Protocatechu-Siure. 3. Wachstum nur mit
Protocatechu-Siure. 4. Wachstum mit keiner der ge-
nannten Verbindungen. Auch durch Kreuzfiitterungs-
teste liBt sich eine entsprechende Gruppeneinteilung
vornehmen. Beim Kreuzfiitterungstest® wird gepriift,
ob eine Mutante mit ihrem Akkumulat, dem Produkt
unmittelbar vor dem genetischen Block, einer anderen
Mutante das Wachstum erméglicht. Bei der niheren
Untersuchung der Mutanten konnten bisher zwei
Akkumulate identifiziert werden: Anilin und Brenz-

katechin. Daraus ergibt sich folgendes, noch unvollstin-
dige Abbauschema26:

~OH
R-CO-NH~-{ ) — RC0OH + HN-( ) — @\OHW——

3.2. Benomyl

Das systemische Fungizid Benomyl ist wirksam gegen-
iiber Ascomyceten, wie echten Mehltaupilzen, Cerospora-
Arten, Apfelschorf und Botrytis sowie gegen Fungi im-
perfecti, wie Fusarium- und Verticillium-Arten. Beno-
myl [ (1- Butylcarbamoyl ) - benzimidazol - carbamatme-
thylester] zerfillt in wiBriger Lésung rasch in Benzimi-
‘dazolcarbamatmethylester (BcM), und es wird allge-
mein angenommen, daB} diese Verbindung die eigent-
liche Wirkform ist29:

H H
~N N

N | N {
@\N/c -N-COOCH; —» Q\N/C-N —-COOCH3;

| |
C=0 H

[
C,Hg=NH

Auch andere Fungizide, wie z.B. 1,2-Bis(3-methoxy-
carbonyl-2-thioureido)-benzol, gehen leicht in BcCM
iiber3°,

HSH
U H
~N-C-N-COOCH3; /N\\ |
@ — @ /C-N-COOCHg
\r;l-(ﬁ‘-?il-COOCHg \'Il
HSH H

BGCM ist gegeniiber Neurospora crassa und Rhizoctonia
solani genau so wirksam wie Benomyl. Die geringere Wirk-
samkeit von BcM gegeniiber Saccharomyces cerevisiae
im Vergleich zu Benomyl konnte mit Aufnahmeproble-
men zusammenhingen. Wird Benomyl rascher als
BcM aufgenommen, so kann es seine Wirkung in der Zelle
doch als BcM entfalten3. BcM wirkt offensichtlich auf
die D~ A-Synthese im Zusammenhang mit dem Ver-
mehrungsvorgang. Untersuchungen von SEILER haben
gezeigt, dal Benzimidazol und Benzimidazolderivate in
Salmonella typhimurium Mutationen auslésen. Benzimi-
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dazol wird in die Nukleinsduren von Escherichia coli ein-
gebaut, und so kann die Mutagenitit als Basensubstitu-
tion gedeutet werden32. Auch bei Fusarium oxysporum
ruft Benomyl Mutationen hervor33. Wenn BCM seine
Wirkung durch Einbau in die Nukleinsiure entfaltet, so
sollte es schwierig sein, Mikroorganismen zu finden, die
BCM abbauen kénnen. Man kann sicherlich Mikroorga-
nismen finden, die resistent gegeniiber BcM sind. Das
bedeutet aber nicht, daf} sie es auch abbauen konnen.
Die bisherigen Veréffentlichungen bestitigen diese Ver-
mutung. Kiirzlich wurde allerdings von HELWEG iiber
die erfolgreiche Beobachtung des mikrobiellen Abbaus
des Fungizids Benomyl berichtet34, Nach sechsmonati-
ger Perkolation einer Erdprobe mit benomylgesittig-
tem Wasser wurden Ausstriche der Erde auf Agar mit
Benomyl als einziger Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
angelegt. Da Benomyl durch seine Schwerléslichkeit als
Triibung im Agar zu erkennen ist, lassen sich benomyl-
abbauende Mikroorganismen durch Bildung klarer Zo-
nen erkennen. Nach zweimonatiger Inkubation, einer
recht ungewdhnlich langen Inkubationszeit, traten
klare Zonen auf. Die Mikroorganismen mit Fihigkeit
zum Abbau wurden noch nicht niher bestimmt.

4. Klassifizierung der zum Abbau fihigen Mikro-
organismen

Die zum Abbau unnatiirlicher organischer Verbindun-
gen befihigten Mikroorganismen entstammen den ver-
schiedenartigsten Gruppen der Bakterien und Pilze.
Auffallend ist, daB} besonders viele Pseudomonas-Arten
mit besonderen Abbaufihigkeiten z.B. von aromati-
schen Verbindungen beschrieben worden sind. Es iiber-
rascht nicht, da} bei der Isolierung von Mikroorganis-
men mit besonderen Stoffwechseleigenschaften immer
wieder neue Arten gefunden werden, da ja gerade das
Reich der Mikroorganismen bisher nur unvollkommen
entdeckt wurde. Bei der Charakterisierung neuer Arten
bedient man sich klassischer Methoden, z.B. Unter-

22 A.Suess, Privatmitteilung (1967) an E.KNuesLi, D.BERRER,
G.Dupuls und H. EssgR.

23 H.BORNER, Z. Pfl.-Krankh. Pfl.-Schutz 72 (1965) 516.

24 R.L.DALTON, A.W.EvANs und R.C. RHoDES, Weeds 14 (1966) 31.

25 R.BACHOFER, O.0LTMANNS und F.LINGENS, Arch. Mikrobiol.90
(1973) 141.

26 R.BACHOFER, O.OLTMANNS und F.LINGENS, Veriffentlichung in
Vorbereitung.

?7 R.StssmutH, R.HAERLIN und F.LINGENSs, Biochim.Biophys.
Acta 269 (1972) 276.

28 H.HELLMANN und F.LINGENS, Angew.Chem. 73 (1961) 107.

% G.P.CLemons und H.D.SisLER, Phytopathology 59 (1969) 705.

30 H,A.SeLLiNG, J.W.VoNK und A.KAARs SHIIPESTELIN, Chem. &
Ind.1970, 1625.

31 R.S.HaMMERSCHLAG und H.D.SiSLER, Pesticide Biochem. Phys.2
(1972) 123.

32 J.P.SEILER, Mutation Res. 15 (1972) 2173, 17 (1973) 21; J. P. SEILER
und H.LIMACHER, Chimia 27 (1973) 68.

33 B.DAsseNoY und J.A.MEYER, Mutation Res.21 (1973) 119.

3 A.HELWEG, Soil Biol. Biochem.4 (1972) 3177.
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suchung der Form, Farbe, Beweglichkeit, Firbbarkeit,
GroBe und Aussehen der Kolonien, Verwendbarkeit von
Zuckern, eventuell unter Sduerung und Gasbildung, und
vieles andere mehr. Seit einiger Zeit wendet man zur
Charakterisierung auch Verfahren der Molekularbiologie
an. Dazu gehért z.B. die Bestimmung des Guanin-
Cytosin-Gehaltes der Desoxyribonukleinsiure (DNs).
Man kann auch die DNs eines Bakteriums mit der pNs
mutmaBlich verwandter Bakterien hybridisieren und
aus dem Ausmal} der Hybridisierung Schliisse ziehen.
Zu vergleichenden Untersuchungen ist auch die Art der
Regulation der Biosynthese der aromatischen Amino-
sduren als taxonomisches Hilfsmittel herangezogen
worden®. Das erste Enzym des Grundzweiges dieser
Biosynthesekette, das die Kondensation von Phos-
phoenolbrenztraubenséiure mit Erythrose-4-phosphat zu
2-Keto-3-desoxy-araboheptonsiure-7-phosphat kataly-
siert, kann in verschiedenen Mikroorganismen in ver-
schiedener Weise von Zwischen- und Endprodukten der
Biosynthesekette beeinflufit werden.

Die oben heschriebenen pyrazonabbauenden Bakte-
rien konnten mit Hilfe der klassischen Untersuchungs-
methoden nur provisorisch eingeordnet werden. In be-
stimmten Eigenschaften entsprechen sie Vertretern der
Gattung Achromobacter®. Sie fithren nur wenige der fiir
diese Gattung typischen Testreaktionen positiv aus, und
es ist auflerdem noch véllig unklar, welche natiirliche
Kohlenstoffiquellen diese Bakterien im Erdboden ver-
wenden. Die Untersuchung des Guanin-Cytosin-Gehal-
tes der DNs dieser Bakterien ergab einen Wert von
58 Mol-%36. Die pNs der Organismen aus der Gattung
Achromobacter, denen die pyrazonabbauenden Bakte-
rien nach den klassischen Methoden dhnlich sind, hat
aber einen G c-Gehalt von 44 bis 46 Mol-%. Man kénnte
nun vermuten, daf3 es sich um eine Pseudomonas-Art
handelt. Aber gerade Pseudomonas-Arten zeigen eine
grofie Variabilitit im Guanin-Cytosin-Gehalt (55 bis 70
Mol-%). Durch Hybridisierung konnte gezeigt werden,
daf} die pNs der verschiedenen, bisher isolierten pyra-
zonabbauenden Bakterien4 homolog sind 3.

Die Untersuchung der 2-Keto-3-desoxy-arabohepton-
sdure-7-phosphatsynthetase in den pyrazonabbauenden
Bakterien ergab, daf} ein einzelnes Enzym vorliegt, wel-
ches einem kumulativen Feedback-Effekt durch Phe-
nylalanin, Tyrosin und Tryptophan unterliegt3?. Auch
dieses Ergebnis wiirde es erlauben, die pyrazonabbauen-
den Bakterien den Pseudomonaden zuzuordnen. Zum
Nachweis der Vielfalt der Regulationsmaéglichkeiten bei
diesem Enzym soll noch angefiihrt werden, daBl bei
Bacillus-Arten® ein Hemmeffekt durch Chorisminsiure
und Prephensiure beobachtet wurde; bei Streptomyce-
ten liegt ebenfalls nur ein Enzym vor, das selektiv durch
Tryptophan gehemmt wird®. In Saccharomyces cere-
visiae®® und Claviceps paspali®l konnten mehrere
Enzyme nachgewiesen werden, die durch Phenylalanin
und Tyrosin bzw. Phenylalanin, Tyrosin und Trypto-
phan gehemmt werden.
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5. Uber die Befihigung zum Abbau natiirlicher
und unnatiirlicher Substrate

Vielleicht erscheint es verwunderlich, dafl Mikroorganis-
men auch unnatiirliche Verbindungen abbauen kénnen.
Es ist verstindlicher, wenn man bedenkt, daf3 meistens
dhnliche Strukturen vorliegen, wie sie auch in natiir-
lichen Substraten gegeben sind. Bei zu starker Halogen-
substitution z.B. kénnen aber offensichtlich diese Ver-
bindungen nicht mehr von den mikrobiellen Enzymen
umgesetzt werden. In manchen Fillen gelingt dann noch
ein stufenweiser Abbau durch Cometabolismus.

Ein interessanter Aspekt ist jiingst durch die Entdek-
kung extrachromosomaler DNs in Bakterien mit der
Fihigkeit zum Abbau bestimmter Verbindungen neu
hinzugekommen. Ein Pseudomonas-Stamm mit der Fi-
higkeit zum Abbau von Salicylsiure verliert diese Fihig-
keit durch Behandlung mit Mitomycin C2. Offensicht-
lich wird hierbei das genetische Material, das die
Enzyme des Abbaus kodiert, aus der Zelle eliminiert.
Dieser Genkluster liegt demnach in der Zelle als extra-
chromosomales Element vor#. Es kann auf andere
Pseudomonas-Staimme iibertragen werden, die dadurch
die Fihigkeit zum Abbau der Salicylsdure erwerben.
Auch die Moglichkeit zum Abbau von Campher? und
von bestimmten Kohlenwasserstoffen4s ist auf das Vor-
handensein von extrachromosomalen Faktoren (Plasmi-
den) zuriickgefiihrt worden. Bakterien mit der Fihigkeit
zum Abbau von Chloramphenicol4 sind auch resistent
gegeniiber diesem Breitbandantibiotikum. In den Bak-
terien konnte extrachromosomale DNs nachgewiesen
werden??, die vielleicht die Gene fiir die Resistenz-
erscheinungen trigt. Es besteht die Moglichkeit, daf3
diese extrachromosomale DNs fiir den Abbau des
Chloramphenicols oder fiir einen wichtigen Teilschritt
dieses Abbaus verantwortlich ist.

Ausblick

In Zukunft ist sicherlich mit einer weiteren Zunahme der
Anwendung von Agrochemikalien zu rechnen. Ein er-
heblicher Teil der Herbizide und Fungizide gelangt bei
der Anwendung in den Boden. Aus den Versuchen mit
isolierten Reinkulturen kann nicht ohne weiteres auf den
Verlauf des Abbaus durch eine Mischpopulation im Bo-
den geschlossen werden. Im Boden treten weiterhin
noch viele chemische und physikalische Einfliisse auf.
Dabei sind besonders Adsorptionsvorginge an polyme-
ren Verbindungen zu erwihnen. Licht, Luft, Wasser
und schwankende Temperaturen beeinflussen die Vor-
ginge im Boden. Normalerweise lassen sich die erwéhn-
ten Zwischenprodukte nicht aus dem Boden isolieren.
Wenn sie aber nachweisbar sind, so ist zu priifen, ob die-
se Verbindungen toxikologisch unbedenklich sind. Die
genannten halogensubstituierten Verbindungen- sind
leider oft nur schwierig und langsam abbaubar. Oft wird
selbst eine Mischpopulation (Cometabolismus) nicht mit
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diesen Verbindungen fertig. Es wire wiinschenswert,
wenn die Anwendung solcher Verbindungen einge-
schrinkt wiirde, da viel zu wenig dariiber bekannt ist,
wie sich diese Verbindungen bei Langzeiteinwirkung auf
Lebewesen auswirken.
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