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Pflanzenwirt

In einem Kubikzentimeter Erde befinden sich tiber eine

Milliarde Mikroorganismen. Ein Teil dieser Mikroben lebt in
einer komplexen Lebensgemeinschaft mit Pflanzenwurzeln.
Wurzeln verankern Pflanzen im Boden und stellen die mine-

ralische Néhrstoff- und Wasserversorgung oberirdischer
Pflanzenorgane sicher. Doch warum hat sich ein Teil der
Bodenmikroben auf ein Leben mit Wirtspflanzen spezialisiert?
Wie beeinflusst die > Pflanzenmikrobiota das Wachstum
und die Gesundheit ihres Pflanzenwirtes? Die Forschung
(iber die Pflanzenmikrobiota, d. h. die Gesamtheit der
Mikroben, die eine Pflanze beherbergt, hat sich in wenigen
Jahren zu einem eigenstdndigen Forschungsgebiet ent-
wickelt. Anhand des Beispiels der Rhizobien-Bodenbakterien
verdeutlichen wir deren Stellung in der pflanzlichen Mikro-
biota und vertiefen das Verstdndnis der Evolution der seit
langem bekannten Wurzelknéllchensymbiose.
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ede gesunde Pflanze, so wie auch jeder andere mehr-

zellige eukaryotische Organismus, ist in der Natur von
einer Vielzahl an Mikroben umgeben, von denen nur ein
Bruchteil den Pflanzenwirt dauerhaft besiedelt. Die Gesamt-
heit dieser Daueruntermieter wird als Pflanzenmikrobiota
bezeichnet. Die Mitglieder der Mikrobiota werden gemein-
hin als » Kommensalen eingestuft, da die Beziehung zum
Wirt unabhingig von einer Nahrungsbeziehung sein kann,
und entweder der Mikroorganismus oder der Wirt Nutzen
aus der Interaktion zieht, ohne den Partner zu schidigen.
Die Erforschung von Zusammensetzung und physiolo-
gischen Funktionen der Mikrobiota sowie der Wechsel-
wirkungen von Kommensalen sowohl untereinander als
auch mit dem Pflanzenwirt, ist in den letzten Jahren zu
einem eigenstindigen Wissenschaftsfeld herangewachsen.
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Evolution und Nutzen der
Wurzelknollchensymbiose fiir den

£ Rhizobien in der
‘A Pflanzenmikrobiota
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Es ist mittlerweile bekannt, welche bakteriellen Klassen
und Ordnungen der Mikrobiota in einer Vielzahl unter-
suchter Pflanzenarten immer gemeinsam vorkommen und
daher eine sogenannte Kernmikrobiota definieren. Aufier-
dem ist eine ausgewogene Zusammensetzung der Mikro-
biota in der Natur entscheidend fiir einen gesunden Wirt.
Die Ordnung Rhizobiales gehort zur Kernmikrobiota der
Pflanzen und beinhaltet eine Vielzahl von bodenbewoh-
nenden Rhizobienarten, von denen einzelne Vertreter mit
Hiilsenfriichtlern (Leguminosen) eine komplexe Wurzel-
knollchensymbiose zur Bindung elementaren Stickstoffs
eingehen. Diese » Symbionten und die molekularen Grund-
lagen der biologischen Stickstofffixierung sind seit langem
Gegenstand von Arbeiten iiber Pflanze-Mikroben-Inter-
aktionen. In jlingerer Zeit wurden auf DNA-Sequenzen
basierende Profile der Wurzelmikrobiota in natiirlichen
Habitaten erstellt, Stammsammlungen von Rhizobien-Wur-
zelkommensalen sowie ihrer eng verwandten Symbionten
im Labor angelegt und vergleichende Genomanalysen die-
ser Bakterien durchgefiihrt. Diese Analysen erlaubten Riick-
schliisse auf die stammesgeschichtliche Herkunft der Sym-
bionten und fiihrten zu einem besseren Verstindnis der
Funktionen ihrer verwandten Wurzelkommensalen inner-
halb und au8erhalb der Leguminosen.

Wir geben zunichst einen Uberblick iiber allgemeine
Eigenschaften der pflanzlichen Mikrobiota, werden anschlie-
Rend die Signalkaskaden zwischen Rhizobien und Wirt
wihrend der Wurzelknollchensymbiose betrachten, um
schlie3lich neue Erkenntnisse zur Evolution der Symbiose
in dieser Bakteriengruppe darzulegen und die Rolle von
Rhizobiales-Kommensalen in der Mikrobiota einzuordnen.

Die pflanzliche Mikrobiota - indirekter
Schutz und Nédhrstoffversorgung des Wirts
Wenn Pflanzen krank oder kiimmerlich aussehen, ist das
oft auf den Befall mit » pathogenen Mikroorganismen oder
unzureichende Mineralstoffversorgung im Boden zuriickzu-
fiilhren. Mithilfe kultivierungsunabhingiger DNA-Sequen-
ziermethoden konnen jedoch auch die Gesamtheit der
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Mikroorganismen gesunder Pflanzen quantitativ erfasst und
deren Mitglieder taxonomischen Gruppen zugeordnet
werden. Die hochauflésende Unterscheidung mikrobieller
Arten oder Gattungen wird durch DNA-Sequenzierung
von universellen mikrobiellen Genen ermoglicht, die in
allen Genomen innerhalb eines mikrobiellen Reiches zu
finden sind, wie z.B. das Gen fiir die ribosomale 16S-Unter-
einheit in Bakterien. Der Vergleich solcher Studien zeigt,
dass sich die bakterielle Mikrobiota von stammesgeschicht-
lich weit entfernten Pflanzenarten, die in einer Vielzahl
unterschiedlicher Boden angezogen wurden, stets aus
Vertretern von sechs Klassen zusammensetzt: Alpha-, Beta-
und Gammaproteobakterien, sowie Aktinobakterien, Bac-
teroidetes und, in bestimmten Bodensubstraten, auch
Firmicuten (Abbildung 1) [1]. Diese Arbeiten zeigten, dass
die Diversitit bzw. die Artenvielfalt von Bakterien im unbe-
pflanzten Boden auB3erordentlich hoch ist und dass diese
Diversitit zur » Rhizosphire (durch die Wurzel beeinfluss-
ter und mit ihr eng assoziierter Bodenraum) hin abnimmt,
und in der » Wurzelendosphire (dem Innenraum der Wur-
zel) am geringsten ist. Dieses Gefille lisst auf ein verhilt-
nismiBig iiberschaubares Kollektiv von Bodenbakterien
schlieRen, das auf das enge Zusammenleben mit der Pflanze
spezialisiert ist. Bodenmikroorganismen erndhren sich in
der Regel von organischen Kohlenstoffverbindungen wie
organischen Siuren, Aminosiuren, Vitaminen und Zuckern,
die von der Pflanze durch Photosynthese im Blatt produ-
ziert und durch den Vorgang der » Rhizodeposition aus
der Wurzel in den Boden ausgeschieden werden. Obwohl
die Mikrobiota verschiedener Pflanzenarten auf der Ebene
bakterieller Klassen ununterscheidbar ist, gibt es auf der
Artenebene dieser Lebensgemeinschaft verbliiffende Unter-
schiede, die wesentlich vom Bodentyp und daher von vor-
handenen bakteriellen Mikroben mitbestimmt werden. Als
ein Faktor der Assemblierung wirtspezifischer Wurzel-
mikrobiota wird die fiir jede Pflanzenart typische Signatur
der von Wurzeln in den Boden abgegebenen organischen
Molekiile angenommen.

Die Zusammensetzung der Mikrobiota ist entscheidend
fiir die Pflanze, da sie indirekt zu ihrem Schutz beitrigt. Je
hoher z.B. die mikrobielle Diversitit in der Rhizosphire
und Wurzelendosphire, desto resistenter ist die Pflanze
gegeniiber bodenbiirtigen pathogenen Mikroorganismen.
Dies wird durch eine aktive Hemmung der Pathogenver-
mehrung durch Wurzelkommensalen bewirkt. Laborexpe-
rimente mit der Modellpflanze Arabidopsis thaliana zeig-
ten, dass die Pflanzen am besten in keimfreiem Bodensub-
strat mit definierten Lebensgemeinschaften aus im Labor
kultivierten Bakterien-, Pilz- und Oomyzeten-Wurzelkom-
mensalen gedeihen, und ein wenig schlechter, wenn nur
Bakterien zugegeben werden. Nahezu alle Pflanzen starben
jedoch, wenn das Bodensubstrat nur mit Pilz- oder Oomy-
zetengemeinschaften besiedelt wurde. Interessanterweise
genligte die Zugabe von Bakterienkommensalen in den
beiden letztgenannten Fillen, um die Pflanzen zu retten
und ein normales Pflanzenwachstum sicherzustellen [2].
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ABB. 1 BAKTERIEN IM BODEN UND DER PFLANZENWURZEL
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Im Boden und in Wurzelkompartimenten kommen unterschiedliche bakterielle
Phyla und Abteilungen vor. Dargestellt ist die prozentuale Verteilung aller
detektierbaren Proteobakterien (griin), Aktinobakterien (gelb), Bacteroidetes
(blau) und Firmicuten (rot), sowie aller nicht klassifizierten Bakterien (grau)
innerhalb eines Kompartiments. Der Anteil an Proteobakterien innerhalb der
Gesamtheit der Bakterien steigt von etwa einem Drittel in unbepflanzter Erde
bis zu fast drei Viertel im Inneren der Wurzel. Im Gegensatz dazu nimmt die
Menge an Aktinobakterien und unklassifizierten Bakterien stark ab. Die
Diversitdt der bakteriellen Gemeinschaft verringert sich demnach zunehmend
von unbepflanzter Erde iiber die Rhizosphire und die Wurzeloberfliche bis
zum Wurzelinneren, da die entsprechenden bakteriellen Vertreter auf das
Zusammenleben mit der Pflanze angepasst sind. Die Abbildung basiert auf
Daten der mikrobiellen DNA-Sequenzierung von in natiirlicher Erde angezoge-
nen Arabidopsis thaliana-Pflanzen. Bei der Etablierung mikrobieller Stamm-
sammlungen ist die Wiederfindungsrate, also der Anteil an kultivierbaren
Bakterien im Vergleich zu den bei der Sequenzierung identifizierten, in der
Wourzel am héchsten, und in unbepflanzter Erde am geringsten.

IN KURZE

- Die Pflanzenmikrobiota ist ein Okosystem, das die Gesamtheit der mikrobiellen
Organismen, die mit der Pflanze assoziiert sind und deren Anwesenheit fiir
Wachstum und Gesundheit des Wirtes in der Natur unabdingbar ist, umfasst.

- Mikrobiotamitglieder kénnen isoliert, kultiviert und als wirtspezifische Mikroben-
sammlungen aufbewahrt werden. Definierte Kombinationen dieser Mikroben
werden dann gezielt in Experimenten mit keimfreien Pflanzen ko-kultiviert,
um Funktionen und Mechanismen der Pflanzen-Mikrobiota-Interaktion zu ent-
schliisseln.

- Die bakterielle Ordnung der Rhizobiales gehért zur Kernmikrobiota und beinhaltet
die gut untersuchten symbiontischen Wurzelknéllchenbakterien, die in nahrstoff-
armen Boden Stickstoff fiir ihre Wirtspflanzen, die Leguminosen, bereitstellen.

- Einige Rhizobiales-Stimme - aber auch andere Arten verwandter Ordnungen -
unterdriicken die pflanzliche Inmunabwehr, die normalerweise durch die
Erkennung bakterieller Molekiile ausgelést wird. Moglicherweise erlaubt dies
erst die Besiedlung der Pflanze durch eine artenreiche Lebensgemeinschaft von
Kommensalen.

- Genomgestiitzte Untersuchungen zeigen, dass die Féhigkeit zur Symbiose bereits
in Vorfahren der knéllchenbildenden Pflanzen vorhanden war, aber im Laufe der
Evolution mehrere Male unabhdngig verloren ging.

- Umgekehrt wurde die Féhigkeit zur symbiontischen Stickstofffixierung durch
Gentransfer in Wurzelkommensalen der Ordnung Rhizobiales mehrfach und
unabhdngig voneinander erworben.
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Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus beruht
offensichtlich auf einer evolutionir urspriinglichen Kon-
kurrenz zwischen Bakterien und filamentosen Eukaryoten
(Pilze und Oomyzeten) um pflanzliche Nihrstoffe. In die-
sem Wettbewerb scheinen bakterielle Wurzelkommensalen
durch Biosynthese antimikrobieller Molekiile das Wachs-
tum wurzelassoziierter Pilze und Oomyzeten (von sym-
biontisch tliber neutral bis pathogen) unter Kontrolle zu
halten. Andererseits spielt das angeborene pflanzliche
Immunsystem eine wirksame Rolle bei der Etablierung der
mikrobiellen Lebensgemeinschaft. Zur Bekimpfung von
Pathogenen synthetisieren Pflanzen entsprechende Phyto-
hormone fiir die Inmunabwehr (vorwiegend Salizylsiure,
Jasmonsiure und Ethylen), welche Signalkaskaden aus-
16sen, die wiederum die Biosynthese und Ausschiittung
einer Vielzahl pflanzlicher antimikrobieller Peptide und
Sekundirmetabolite zur Folge haben. Entwaffnet man
Pflanzen durch Inaktivierung von Genen verschiedener
Phytohormonbiosynthese- oder -signalwege, verindert sich
auch deutlich die wurzelassoziierte Mikrobiotazusammen-
setzung der Mutanten im Vergleich zur Wildtyppflanze
[3]. Diese und weitere Arbeiten [4] zwingen uns, das tra-
ditionelle Konzept des angeborenen pflanzlichen Immun-
systems, das ausschlieBlich auf Eliminierung pathogener
Mikroorganismen ausgerichtet ist, in Frage zu stellen. Viel-
mehr hat das Immunsystem der Pflanze dartiber hinaus eine
grundlegende Aufgabe fiir die geordnete Unterbringung
von Mikrobiotakommensalen, welche ihrerseits einen in-
direkten Schutzschild der Pflanze gegeniiber Pathogenen
darstellen.

Eine weitere wichtige Rolle der pflanzenassoziierten
Kommensalen ist die Mobilisierung von mineralischen
Nihrstoffen aus dem Boden. Lebenswichtige Mineralstoffe
wie Phosphor und Eisen treten in der Erde zwar prinzipiell
in ausreichenden Mengen auf, liegen jedoch oft nicht in
einer fiir Pflanzen aufnahmefihigen Form vor. Sowohl bo-
denbiirtige Bakterien als auch Pilze konnen dabei helfen,
organisches Phosphat und Eisenionen (Fe*) aus den vor-
handenen organischen und anorganischen Verbindungen
im Boden fiir die Aufnahme durch pflanzliche Transport-
proteine zu mobilisieren [1, 5, 4]. So leben ungefihr 80 Pro-
zent aller Pflanzenarten in Symbiose mit arbuskuliren
» Mykorrhizapilzen, welche das Wurzelgewebe besiedeln,
und konnen das vom Pilz assimilierte Phosphat direkt an
einer spezialisierten Interaktionsmembran aufnehmen. Als
essenzieller Bestandteil biologischer Bausteine wie DNA
und Aminosiuren ist Stickstoff ein wesentlicher Nahrstoff,
der das Wachstum von Pflanzen in der Natur begrenzt. In
der Pflanzenmikrobiota existieren einige bakterielle Ver-
treter, die Rhizobien, die unzuginglichen elementaren
Stickstoff aus der Atmosphire umwandeln und fiir den
Wirt bereitstellen konnen. Bemerkenswerterweise kon-
nen Pflanzen in Abhingigkeit von der mineralischen Nihr-
stoffverfiigbarkeit den Modus des Zusammenlebens mit
assoziierten Mikroorganismen anpassen [4, 5]. Beispiels-
weise vermittelt der wurzelbesiedelnde Bodenpilz Colle-
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totrichum tofieldiae in phosphatarmem Substrat durch
Phosphattransport in den Pflanzenwirt einen Wachstums-
vorteil fiir Arabidopsis und ist daher unter Nihrstoffman-
gelbedingungen ein Nutzmikroorganismus der Pflanze.
Phosphatmangel aktiviert in der Pflanze eine Phosphat-
stressantwort, die das Wachstum der Pflanze an den Nahr-
stoffmangel anpasst. Regulatoren der Phosphatstressant-
wort sind aulerdem direkt mit einem Arm des pflanz-
lichen Immunsystems verkniipft. Dadurch aktiviert
Arabidopsis unter Phosphatmangel nur eine gedimpfte
Immunantwort gegentiber Colletotrichum tofieldiae, wih-
rend bei ausreichender Phosphatversorgung im Boden
eine ungebremste Immunantwort der Pflanze Wachstum
und Aktivitit des pilzlichen Wurzeluntermieters ein-
schrinkt. Inaktiviert man die Immunantwort durch Muta-
tion der zugehorigen Pflanzengene, wird Colletotrichum
tofieldiae zum Pathogen und totet Arabidopsis innerhalb
weniger Tage.

Isolierung von Bodenbakterien - niitzliche
Stammsammlungen von Kommensalen
Die von der Kultivierung unabhingige Katalogisierung der
pflanzlichen Mikrobiota war nur ein erster Schritt, um
das komplexe Zusammenleben des Wirts mit dieser arten-
reichen Lebensgemeinschaft besser zu verstehen. Will
man die zugrundeliegenden physiologischen Funktionen
und molekularen Mechanismen dieser Interaktionen ver-
stehen, bedarf es Methoden, mit denen Lebensgemein-
schaften von Kommensalen im Labor nachgestellt werden
konnen. Aus diesem Grund werden Bakterien, Pilze, und
Oomyzeten aus verschiedenen gesunden Pflanzenorganen
und Nischen isoliert, kultiviert und langfristig aufbewahrt.
Nicht alle Kommensalen lassen sich einfach auflerhalb
ihres natiirlichen Lebensraumes kultivieren, da dies ver-
mutlich Besonderheiten in der Zusammensetzung von
synthetischen Nihrstoffmedien im Labor erfordert. Trotz-
dem ist es bereits mehrfach fiir unterschiedliche Pflanzen-
arten und -habitate gelungen, Kommensalen-Stammsamm-
lungen zu etablieren, die beziiglich ihrer phylogene-
tischen Diversitit die Zusammensetzung der in der Natur
vorkommenden Mikrobiota widerspiegeln (Abbildung 2)
[6, 2, 3]. Das wiederum ermoglicht in der Forschung eine
neuartige Form von Experimenten, bei der aus den Stamm-
sammlungen gezielt Kombinationen von Kommensalen
ausgewihlt und zusammengestellt werden. Mit diesen so-
genannten » synthetischen Lebensgemeinschaften wird
dann keimfreies Bodensubstrat beimpft, auf das anschlie-
Rend keimfreie Pflanzensamen gesit werden, um Pflanze
und Mikroben in einer geschlossenen Umweltkammer zu
ko-kultivieren. So kann zum einen die Interaktion ver-
schiedener Kommensalen untereinander untersucht wer-
den, und zum anderen der Einfluss bestimmter Kombina-
tionen dieser Mikroorganismen auf die Wirtspflanze er-
forscht werden. Eine Auswahl von sieben mit Maiswurzeln
assoziierten Kommensalenstimmen vermittelte z.B. eine
erhohte Resistenz der Pflanze gegeniiber dem pathogenen
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Pilz Fusarium verticillioides [7]. In  ABB. 2
einer anderen Arbeit wurden zu-
nichst kleine Gruppen von bakteriel-
len Wurzelkommensalen, die sich
hinsichtlich ihrer Fihigkeit zur Phos-
phatanreicherung im Pflanzenspross

unterschieden, unterschiedlich mit-

Pseudomonadaceae

einander kombiniert, und der Phos-
phatgehalt in Arabidopsis-Pflanzen

nach Beimpfung untersucht. Der -
Phosphatgehalt entsprach grofiten- ¥ 2 M
teils dem zu erwartenden Wert in ¢ e

v

Abhingigkeit von der Bakterienkom-
bination, so dass durch Einsatz eines
maschinellen Lernverfahrens voraus-
gesagt werden konnte, wie der Phos-
phatgehalt der Pflanzen bei einer
noch ungepriiften Kombination aus-
fallen wird [8]. Auf lange Sicht wer-
den solche auf synthetischen Kom-
mensalengemeinschaften beruhen-
den Experimente dabei helfen, die
komplexen Vorginge in der natiir-
lichen Pflanzenmikrobiota zu dechif-
frieren, um schlussendlich minimal
komplexe mikrobielle Gemeinschaf-
ten mit fiir die Landwirtschaft niitz-
lichen Eigenschaften fiir Nutzpflan-
zen zu entwickeln.

Bacillaceae

Rhizobien sind die Haupt-

akteure der biologischen

Stickstofffixierung
Fiir das Pflanzenwachstum notwen-
dige mineralische Nihrstoffe werden
aus dem Boden tiber die Wurzeln auf-
genommen. Wenn Boden arm an die-
sen Nihrstoffen sind, oder diese Mine-
ralien in unzuginglichen Verbindun-
gen vorliegen, kann die Pflanze sie nur
unzureichend oder gar nicht mobili-
sieren und aufnehmen. Aus diesem
Grund wird in der Landwirtschaft
meistens kiinstlicher Diinger auf die Feldflichen aufgetra-
gen, um das Wachstum und den Ertrag der Nutzpflanzen
zu steigern. Im Falle von Stickstoff erfolgt die Herstellung
des kiinstlichen Stickstoffdiingers durch das Haber-Bosch
Verfahren, bei dem energie- und kostenaufwindig Ammo-
niak (NH3) aus elementarem Stickstoff erzeugt wird. So
sind in den USA z.B. 30 Prozent der kommerziellen Ener-
giekosten der Getreideproduktion auf die Produktion von
NHj; zuriickzufiihren. Die biologische Stickstofffixierung
ist eine Alternative, die Ressourcen schont und kosten-
guinstiger ist.

Bei der biologischen Stickstofffixierung setzen diazo-
trophe Bodenbakterien elementaren Stickstoff (N,) aus
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der Atmosphire zu Ammonium (NH4*) oder NH; um. Hier-
zu gehoren die Rhizobien, die die Wurzelknollchensym-
biose mit Pflanzenarten der Leguminosen (z.B. Sojabohne,
Kichererbse und Erdnuss) eingehen konnen. Jede dieser
Pflanzenarten ist auf einen spezifischen Interaktionspart-
ner unter den Rhizobien angewiesen, um eine erfolgreiche
Symbiose zu etablieren. Ohne Interaktion mit dem Sym-
biont leiden die Pflanzen sichtbar unter Stickstoffmangel
(Abbildung 3). Diese Spezifitit beruht auf dem hochspe-
zialisierten molekularen Signalaustausch zwischen Wirt
und Bakterium, iiber den sich die beiden Organismen er-
kennen und gegenseitig beeinflussen [9]. Unter stickstoff-
armen Bedingungen sezernieren Leguminosen bestimmte
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Analysiert wurde eine Stammsammlung von Bakterien, welche aus Wurzeln verschiedener Pflan-
zen isoliert wurden. Der phylogenetische Stammbaum zeigt die bakteriellen Familien, die in der
Stammsammlung vertreten sind, sowie die Anzahl an einzelnen Stammen innerhalb dieser Familien
(in Klammern). Die hhere Taxonomie ist farblich kodiert dargestellt. Die Wiederfindungsrate der
Bakterien, also welcher Prozentsatz aller durch DNA-Sequenzierung identifizierten Stimmen tat-
sdchlich auch isoliert und kultiviert werden konnte, betrug bis zu 65 Prozent. Die Fotoausschnitte
auf der linken Seite der Abbildung zeigen auf Agar gewachsene Stimme und verdeutlichen, wie
unterschiedlich Farbe und Morphologie der Bakterien einer Stammsammlung sein kénnen.
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ABB. 3 Lotus japonicus-Sprosse von 35 Tage alten Pflanzen (Wurzeln wurden
vor der Fotoaufnahme separat geernet), die mit (a) und ohne (b) bakteriellen
Symbiont kultiviert wurden. Durch die fehlende Stickstofffixierung ohne
Symbiont bleiben die Sprosse klein, die Bldtter blass und der Stamm rot durch
Anthozyananreicherung. Letztere wird bei Pflanzen im Allgemeinen als Teil
der Stressantwort induziert.
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Sekundirmetabolite aus der Gruppe der Flavonoide aus
ihren Wurzeln, um bakterielle Symbionten anzulocken.
Flavonoide werden mithilfe eines Rezeptorproteins von
Rhizobien erkannt und die bakteriellen Nodulationsgene
(nod-Gene) aktiviert. Dies fithrt zur Biosynthese des Nodu-
lationsfaktors (Nod-Faktor), einem » Lipochitooligosaccha-
rid, das von mehreren rezeptorihnlichen Kinasen in der
Wurzel der Wirtspflanze erkannt wird. Die anschlieSende
Signalkaskade aktiviert nodulationsspezifische Gene wie
die zwei wichtigen Transkriptionsfaktoren NIN und ERN1,
die die Knollchenentwicklung steuern (Abbildung 4). Eine
kompatible Interaktion zwischen Rhizobium und Wirt
kann nur erfolgen, wenn die molekularen Signale und Re-
zeptoren auf beiden Seiten zusammenpassen. Wenn man
die Gene der entsprechenden Rezeptorproteine NFR1 und
NFR5 der Modellpflanze Lotus japonicus (Gewohnlicher
Hornklee) in Medicago truncatula (Schneckenklee) in
transgenen Pflanzen exprimiert [10], kann man beispiels-
weise M. truncatula dazu bringen, eine Symbiose mit Me-
sorbizobium loti, einem Symbionten von L. japonicus,
einzugehen.

Als Reaktion auf die Detektion eines kompatiblen Sym-
bionts finden morphologische Verinderungen im Wurzel-
gewebe statt (Abbildung 4). Wurzelhaare rollen sich ein
und ermoglichen dadurch eine enge Anlagerung der Rhi-
zobien an die pflanzliche Zellwand. Durch Einstiilpung
der Plasmamembran bildet sich eine tubulire Struktur, der
Infektionsschlauch, in den die Bakterien eindringen, sich
vermehren und in die kortikalen Wurzelzellschichten ge-
langen. Die Bakterien werden letztendlich in die Pflanzen-
zellen des entstehenden Wurzelknollchens entlassen, blei-
ben jedoch in einer organellihnlichen Struktur, dem
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» Symbiosom, vom pflanzlichen Zellplasma getrennt. Der
weitere Verlauf der Wirts- und Symbiontenzellentwick-
lung ist im Wesentlichen abhingig von der Leguminosen-
art: Tropische Leguminosen, wie z. B. Sojabohne, Erdnuss
und Lotus, etablieren determinierte (im Wachstum be-
grenzte) Wurzelknollchen, wohingegen Leguminosen der
gemifigten Klimazonen, wie Medicago und Erbse, nicht
determinierte (im Wachstum nicht begrenzte) Knollchen
bilden, welche ein Meristem und mehrere Knollchen-
zonen besitzen. Die Bakterien vermehren sich in den Sym-
biosomen, und in manchen Leguminosen vergrofiern sie
sich deutlich (5-10-fach). Sobald die Bakterien differen-
ziert sind und Stickstoff fixieren, spricht man von Bakte-
roiden. In nicht determinierten Knollchen und manchen
determinierten Knollchen findet man endgiiltig ausdiffe-
renzierte Bakteroiden, welche zwar metabolisch aktiv sind
und Stickstoff fixieren, aber keine Zellteilungen mehr
durchlaufen, und auerhalb des symbiontischen Knoll-
chengewebes nicht lebensfihig sind. Nicht endgiiltig aus-
differenzierte Bakteroide dhneln den freilebenden Bakte-
rien, und konnen aus den Knollchen isoliert und vermehrt
werden [11].

Die pflanzlichen » NCR-(nodule-specific cysteine-rich)-
Peptide spielen eine essentielle Rolle bei der endgiilti-
gen Differenzierung. Interessanterweise kommen diese
30-50 Aminosiuren langen Peptide nur in einer bestimm-
ten Untergruppe der Leguminosen (JIRLC: inverted repeat-
lacking clade) mit undeterminierten Knollchen vor. Die
mittlerweile tiber 800 identifizierten NCR-Peptide (in
Medicago) werden ausschliellich in symbiontisch aktiven
Zellen der Knollchen gebildet, und dhneln strukturell den
vormals erwihnten antimikrobiellen Peptiden. Obwohl
diese Peptide fiir freilebende Bakterien toxisch sein kon-
nen, sind sie fiir die endgiiltige Differenzierung der Bakte-
roide notwendig. Wichtige aktuelle Fragestellungen in
diesem Forschungsbereich betreffen die groffe Anzahl an
NCR-Peptiden, die benétigt werden, ihre offensichtlich
nicht schidigende Wirkung auf die Bakteroide und die
Proteine, mit denen sie interagieren konnen.

Die Stickstofffixierung geschieht mithilfe des bakteri-
ellen Nitrogenase-Enzymkomplexes, fiir dessen Funktiona-
litit sauerstoffarme Bedingungen essentiell sind. Dafiir ist
die Anwesenheit von Leghimoglobin, eines sauerstoffbin-
denden Proteins, welches von den Leguminosen als Reak-
tion auf die Infektion mit Rhizobien synthetisiert wird,
wichtig. Zur aktiven Wurzelknollchensymbiose kommt es -
wie oben erwihnt - nur unter stickstoffarmen Bedingun-
gen, und wenn keine anderen fiir das Pflanzenwachstum
wichtigen mineralischen Nihrstoffe limitierend sind. In
tropischen Urwildern, die seit mehreren hundert Jahren
als ungestortes Okosystem gedeihen konnten, gab es zu
Anfang eine hohe Aktivitit an Stickstofffixierung unter den
vorhandenen Leguminosen-Biumen, um den Nihrstoff-
bedarf fiir den ziigig heranwachsenden Wald zu decken.
Mit zunehmender Reifung des Okosystems und steigen-
der Artenvielfalt verringerten Leguminosen die Stickstoff-
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ABB. 4 | SIGNALAUSTAUSCH WAHREND DER WURZELKNOLLCHENSYMBIOSE
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Der obere Teil der Abbildung zeigt anhand der Skizze einer Leguminosenwurzel den Verlauf der Knéllchenentwicklung.
Die Buchstaben verweisen auf den jeweils in diesem Stadium stattfindenden Signalaustausch zwischen Wirt und

Symbiont, wie im unteren Teil der Abbildung beschrieben.

fixierung auf ein Minimum, um unnétigen Energieverbrauch
zu vermeiden. Bemerkenswerterweise konnen diese Pflan-
zen die symbiontische Stickstofffixierung jedoch wieder
ankurbeln, sobald das Okosystem gestort wird, wie z.B.
durch Uberflutungen, umgestiirzte Biume oder Rodungen
[12]. In jedem Fall werfen die vielen molekularen Schnitt-
stellen, bei denen wihrend der Wurzelknollchensymbiose
pflanzliche und bakterielle molekulare Komponenten
Hand-in-Hand funktionieren miissen, die Frage auf, welche
Komponenten dieser Pflanzen-Mikroben-Interaktion wann
in der Evolution von Pflanze und Bakterium entwickelt
wurden.

Evolution der Wurzelknollchensymbiose
Um die Entstehungsgeschichte dieser spezialisierten Inter-
aktionen zu verstehen, haben es sich in letzter Zeit meh-
rere Arbeitsgruppen zur Aufgabe gemacht, die evolutio-
nire Verwandtschaft innerhalb der Leguminosen und der
Rhizobien zu untersuchen. Betrachtet man das Auftreten
der zur Wurzelknollchensymbiose fihigen Pflanzenarten
in verschiedenen Gruppen der Bliitenpflanzen, findet man
zwar Vertreter in bestimmten Ordnungen von Blithpflan-
zen (Fabales, Fagales, Cucurbitales, Rosales), aber auch
Arten, die nicht zur Symbiose fihig sind [13]. Um dies
evolutionir zu erkliren, sind zwei Szenarien denkbar: Ein
gemeinsamer Vorfahre hat die Fihigkeit zur Symbiose ur-
spriinglich gewonnen, und anschlieend ging die Fihig-
keit mehrere Male in bestimmten taxonomischen Abstam-
mungslinien wieder verloren, oder die Fihigkeit zur Sym-
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biose wurde mehrere Male unabhingig voneinander
erworben. Bisher wurde unter Wissenschaftlern letztere
Hypothese favorisiert. Dabei wurde unterstellt, dass das
Genom des gemeinsamen Vorfahren bereits das allgemeine
Potenzial (sogenannte » Pridisposition) zur Symbiose be-
safl. Allerdings sprechen neue genombasierte Belege fiir
eine andere Erklirung. Vor kurzem haben Griesmann und
Kollegen die vollstindigen Genomsequenzen von 37 ver-
schiedenen nodulierenden (knollchenbildenden) und
nicht-nodulierenden Pflanzenarten miteinander verglichen.
Diese Analyse lisst darauf schlieen, dass der jlingste ge-
meinsame Vorfahre dieser Pflanzenarten einmal die Nodu-
lationseigenschaften erlangt hat, und im Laufe der Evolu-
tion einige Pflanzenarten unabhingig voneinander diese
Eigenschaften wieder verloren haben (Abbildung 5) [13].
In einer anderen Arbeit wurde Parasponia, die einzige
nicht zu den Leguminosen gehorige stickstofffixierende
Pflanzengattung, und die eng verwandte aber nicht sym-
biosefihige Gattung Irema untersucht. Durch den Ver-
gleich der Genome und der Transkriptome dieser zwei
Gattungen wurden in Trema Hinweise auf den Verlust
von Genen gefunden, die in Leguminosen essentiell fiir die
Knollchenbildung sind. Demnach schliefen die Autoren
auch hier auf einen gemeinsamen Vorfahren, der die Fi-
higkeit zur Knollchenbildung besaf3, welche dann durch
viele Verlustereignisse in anderen Arten verschwand (Ab-
bildung 5) [14]. Diese neue Sichtweise lasst die unerwartete
Interpretation zu, dass die Fihigkeit zur Symbiose anders
als bisher angenommen nicht immer einen evolutioniren
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Vorteil darstellt. Dies ist durchaus von Bedeutung fiir die
aktuellen Bemiihungen mehrerer internationaler Forscher-
teams, die daran arbeiten, die Fihigkeit zur Stickstofffixie-
rung in Getreide, das taxonomisch zu den Grisern gehort,
durch stabilen Gentransfer mit Symbiosegenen aus Legu-

VERLUST UND ERWERB DER FAHIGKEIT ZUR SYMBIOSE IN
PFLANZEN UND RHIZOBIEN

ABB. 5
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Der obere Teil der Abbildung veranschaulicht ein Szenario, in welchem der
jiingste gemeinsame Vorfahre der stickstofffixierenden Pflanzenordnungen
bereits die Veranlagung zur Symbiose besessen hatte, und wo diese Fahigkeit
im Laufe der Evolution in manchen Abstammungslinien wieder verloren ging
(Zeitangabe basiert auf fossilen Funden). Diese Hypothese wird durch aktuelle
Daten unterstiitzt [14]. Der Vorfahre der Rhizobien hingegen war kein stick-
stoffbindendes Bakterium, sondern ein kommensaler Vertreter der Wurzel-
mikrobiota (unterer Teil der Abbildung; keine fossilen Daten vorhanden).
Basierend auf aktuellen Forschungsergebnissen wurde die Fahigkeit zur
Wourzelknéllchensymbiose darauffolgend mehrere Male unabhdngig vonein-
ander erworben [15].
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minosen zu rekonstruieren. Denn sollte ein solcher kom-
plexer Gentransfer gelingen, wird dieses ntitzliche Merk-
mal vermutlich nur durch Selektion von Pflanzenziichtern
erhalten bleiben, wihrend es unter naturlichen Selektions-
bedingungen in der Natur verloren gehen wiirde.

Rhizobien gehoren auch zu der Kerngruppe der Kom-
mensalen, die man in der wurzelassoziierten Mikrobiota
aller bisher untersuchten Pflanzenarten findet (Abbil-
dung 1). Innerhalb dieser bakteriellen Ordnung der Rhizo-
biales unterscheiden sich die Familien, Gattungen und
Arten stark in der Art und Weise ihres Zusammenlebens
mit der Wirtspflanze. Die Evolution der Symbiose innerhalb
der Rhizobiales wurde kiirzlich mithilfe einer umfangrei-
chen Stammsammlung untersucht [15]. Die annotierten
Genome von mehr als 1300 Vertretern der Rhizobiales aus
unterschiedlichen 6kologischen Nischen (vorwiegend
Pflanzenwurzeln, aber auch Insekten, Nematoden und un-
bepflanztem Boden) wurden miteinander verglichen und
die Evolutionsgeschichte der fiir die Stickstofffixierung
notwendigen Gene rekonstruiert. Dies zeigte, dass der
jingste gemeinsame Vorfahre der Rhizobien nicht in der
Lage war, Stickstoff zu binden (Abbildung 5), vermutlich
aber bereits Pflanzen besiedeln konnte. Wahrscheinlich
wurde die Fihigkeit zur bakteriellen Stickstofffixierung in
den einzelnen Familien der Ordnung Rhizobiales durch
mehrere unabhingige natiirliche Gentransfers erworben.
Da es sehr viele nicht-symbiontische Arten unter den Rhi-
zobiales-Vertretern gibt, die zur Kernmikrobiota der Pflan-
zen zihlen, ist die metabolische Aktivitit dieser Rhizobien
im Zusammenleben mit ihrem Wirt von zukiinftigem Inte-
resse. Tatsichlich vermittelten die meisten im Labor ge-
priften Rhizobiales-Wurzelkommensalen unabhingig vom
Nihrstoffstatus der Pflanze ein verstirktes Wachstum der
Primirwurzel von Arabidopsis thaliana. Einige dieser
kommensalen Rhizobien waren auch in der Lage, die
pflanzliche Immunantwort abzuschwichen. Zusammen-
genommen legen diese Daten nahe, dass die kommensale
Interaktion mit dem Wirt einen evolutionir urspriinglichen
Zustand darstellt, und die Bakterien somit fiir die Entwick-
lung komplexerer Symbiosen mit rezenten Leguminosen
pradisponiert waren (Abbildung 5).

Fazit
Die Interaktion zwischen Pflanzen mit symbiontischen
oder pathogenen Mikroorganismen wurde bisher tiblicher-
weise mit bindren experimentellen Systemen im Labor
erforscht, d.h. mit einer Pflanzenart und einem Mikro-
organismus. Doch in der Natur finden diese Interaktionen
immer in Anwesenheit einer artenreichen Mikrobiota statt.
Innerhalb weniger Jahre haben es sowohl neu entwickelte
molekulargenetische und bioinformatische Methoden als
auch die Etablierung von pflanzenspezifischen Stamm-
sammlungen von Kommensalen ermoglicht, Symbiose
und Pathogenese im Kontext mikrobieller Lebensgemein-
schaften in natiirlichen Umwelten zu untersuchen und im
Labor nachzustellen. Die Interpretation aktueller Daten
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GLOSSAR

Rhizodeposition: Die Abgabe von organischen Stoffen und
abgeldsten Wurzelzellen aus der Wurzel in den umgebenden
Boden.

Mykorrhizapilze: In einer engen Gemeinschaft mit Pflanzen-
wurzeln lebende symbiontische Pilze, die dem Wirt Phosphat
zufiihren und im Gegenzug Kohlenstoff erhalten.

Synthetische Lebensgemeinschaften: Kombinationen
mikrobieller Organismen, die fiir Laborexperimente gezielt
ausgewdhlt werden.

Lipochitooligosaccharide: Azylierte Chitin-Oligomere, die
unterschiedliche funktionelle Gruppen besitzen kénnen;
dienen bei Pflanzen-Mikroben-Interaktionen als Signalmole-
kiile (z. B. der Nodulationsfaktor von Wurzelknéllchenbakte-
rien).

Symbiosom: Organellihnliche, von pflanzlicher Plasma-
membran umgebene Struktur in reifen Wurzelknélichen, in
der sich Wurzelknéllchenbakterien zu stickstofffixierenden
Bakteroiden entwickeln.

NCR-(nodule-specific cysteine-rich)-Peptide: Pflanzliche,
30-50 Aminosduren lange Peptide, die nur in der IRLC (inver-
ted repeat lacking clade)-Untergruppe der Leguminosen
vorkommen, ausschlieBlich in Wurzelknéllchen produziert
werden, und essentiell fiir eine erfolgreiche Wurzelknéllchen-
symbiose sind.

Prddisposition: Das genetisch kodierte Potenzial eines
Vorfahren fiir die Ausprdgung einer Eigenschaft in darauf-
folgenden Nachkommen.

legt nahe, dass die Wirtspflanze iiber ihr angeborenes
Immunsystem in der Lage ist, simtliche mikrobiellen Sig-
nale - von Pathogenen, Kommensalen und Symbionten -
zu integrieren und Kommensalen kontrolliert zu beherber-
gen. Die Immunantwort des Wirtes wird mit der Nihrstoff-
verfiigbarkeit im Boden verrechnet und derart angepasst,
dass Wachstum und Fortpflanzung der Pflanze auch unter
Mangelbedingungen sichergestellt sind. Diese Erkenntnis-
se erfordern eine grundlegend verinderte Interpretation
der Funktionen des pflanzlichen Immunsystems in natiir-
lichen Umwelten und ermoglichen die Entwicklung von
gezielt zusammengesetzten Probiotika fiir den Pflanzen-
schutz in der Landwirtschaft.

Zusammenfassung
Fiir das Wachstum und Uberleben der Pflanze im Boden ist
ihre Mikrobiota von maRgeblicher Bedeutung. Pflanzen-
Mikrobiota-Interaktionen kénnen unter Laborbedingungen
durch definierte Gemeinschaften von Kommensalen nach-
gestellt und durch Ko-Kultivierung mit dem keimfreien
Pflanzenwirt auf ihre Wirkung auf das Wachstum und die
Gesundheit der Pflanzen gepriift werden. Die Ordnung der
Rhizobiales gehért zum Kern der Pflanzenmikrobiota und
beinhaltet stickstoffbindende Wurzelknéllchenbakterien,
die in einer Symbiose mit Lequminosen leben. Nur kompa-
tible Wirt-Symbionten-Paare kénnen Symbiosen etablieren,
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was durch hochspezialisierte und verkn(ipfte Signalwege
zwischen den beiden Partnern gewdhrleistet wird. Verglei-
chende Genomanalysen von Symbionten und Rhizobiales-
Wurzelkommensalen aus Nicht-Leguminosen zeigen, dass
der jiingste gemeinsame Vorfahre zwar die Féihigkeit zur
Waurzelbesiedelung mit breitem Wirtspektrum besaRB, sym-
biontische Interaktionen sich jedoch erst durch Gentransfer,
der in der Evolution mehrfach unabhdngig in mehreren
Familien der Rhizobiales erfolgt ist, entwickelten.

Summary
Rhizobia in the plant microbiota

The plant microbiota is of critical importance for plant
growth and survival in soil. To explore mechanisms under-
lying plant-microbiota interactions, defined commensal
communities can be composed from microbiota culture
collections and co-cultivated with germ-free plants to deter-
mine their impact on plant growth and health. The order
Rhizobiales belongs to the core microbiota and includes
nitrogen-fixing bacteria that are known to engage in sym-
biotic interactions with legumes. Compatible host-symbiont
pairs are needed for a functional symbiosis, which involves
the activation of highly specialized and interdependent sig-
naling pathways between the two partners. Comparative
genome analysis of more than 1,300 lequme symbionts and
rhizobial root commensals from non-leguminous plants
revealed that the most recent common ancestor of rhizobia
lacked the gene repertoire needed for symbiosis and was
able to colonize roots of a wide variety of plants. During
evolution, key symbiosis genes were acquired multiple inde-
pendent times by commensals belonging to different fami-
lies of the Rhizobiales order.

Schlagworte:
Pflanze-Mikroben-Interaktion, Pflanzenmikrobiota, Wurzel-
knollchensymbiose, Evolution
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