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Die in der Familie der Rhizobiaceae zusammengefa3ten Bodenbakterien
leben in enger Assoziation mit Pflanzen. Am besten untersucht sind die
Wechselwirkungen von Agrobacterium und Rhizobium mit ihren pflanz-
lichen Wirten. Beide Bakteriengattungen bilden durch die spezifische Mani-
pulation pflanzlicher Entwicklungs- und Stoffwechselprozesse einzigartige
Habitate aus. Die phytopathogenen Agrobakterien stimulieren in infizierten
zweikeimbléttrigen Pflanzen die Bildung von Tumoren. Diese Tumore syn-
thetisieren und sezernieren Opine — besondere Aminosédurederivate, die aus-
schlieBlich von Agrobakterien als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle genutzt
werden konnen. Verantwortlich fiir die Tumorbildung und die Opinsynthese
ist die Ubertragung genetischer Information von Agrobakterien in das
Genom infizierter Pflanzenzellen. Dieses Prinzip der genetischen Kolonisa-
tion von Pflanzen bietet den Agrobakterien gegeniiber konkurrierenden
Mikroorganismen im Boden einen klaren Selektionsvorteil. Das symbionti-
sche Bakterium Rhizobium (Knoéllchenbakterium) stimuliert nach Infektion
seiner Wirtspflanzen aus der Ordnung der Leguminosen die Ausbildung
stickstoffixierender Wurzelknollchen. Die Entwicklung dieses Symbiose-
organs bedingt eine koordinierte Ausprigung von symbiontischen Genen
der Pflanze und des Mikrosymbionten, die ein wechselseitiger Signalaus-
tausch reguliert. Im ausdifferenzierten Wurzelknollchen leben die Rhizobien
als Endosymbionten der infizierten Pflanzenzellen. Diese enge strukturelle
Beziehung der Symbiosepartner resultiert auch in einer weitreichenden Inte-
gration der Stoffwechselprozesse beider Organismen. Die Pflanze deckt den
hohen Energiebedarf der Rhizobien zur Fixierung von molekularem Stick-
stoff, wahrend sie umgekehrt die hierbei gebildeten organischen Stickstoff-
produkte assimiliert. Die Wechselwirkung zwischen Rhizobien und ihren
Wirtspflanzen kann zum Teil auch parasitdrer Natur sein. Die endosymbion-
tischen Formen einiger Rhizobien-Arten bewirken in Wurzelknolichen die
Synthese von Rhizopinen. Diese opinartigen Substanzen dienen nach ihrer
Freisetzung in den Boden freilebenden Rhizobien als Nahrungsquelle.
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13.1 Agrobacterium-induzierte Tumorbildung
in Pflanzen

Die Infektion verwundeter Pflanzen durch Agrobakterien bewirkt tiblicher-
weise die Ausbildung pflanzlicher Tumore [1]. Agrobacterium tumefaciens
induziert Wurzelhalsgallen, deren Tumorgewebe undifferenziert wéchst
(Abbildung 13.1a). Zwei Eigenschaften des Tumorgewebes sind besonders
hervorzuheben: In Gewebekultur proliferiert der Tumor ohne Zugabe von
Phytohormonen (Auxinen und Cytokininen) zum Néihrmedium, wohingegen
diese Phytohormone fiir das Wachstum normaler Zellgewebe in Gewebekul-
tur essentiell sind. AuBBerdem synthetisiert der Tumor Opine — Aminosdure-
derivate, die in anderen Pflanzengeweben nicht vorkommen. Agrobacterium
rhizogenes, der Erreger der Wurzelhaarkrankheit, induziert die Bildung dif-
ferenzierter Wurzeltumore, der sogenannten ,haarigen Wurzeln® (Abbildung
13.1b). ,Haarige Wurzeln® unterscheiden sich von normalen Wurzeln durch
die Synthese von Opinen sowie in Sterilkultur durch das undeterminierte
Wachstum auf hormonfreien Ndhrmedien.

Abb. 13.1. (a) Wurzel-
halsgalle an einer
Kalanchoe diagremma-
Pflanze nach der Infek-
tion mit Agrobacterium
tumefaciens und

(b) ,,Haarige Wurzeln®
an einer Tabakpflanze
nach der Infektion mit
Agrobacterium rhizo-
genes.
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13.1.1 Natiirlicher Gentransfer:
Das Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens

Die Opinsynthese sowie das hormonunabhéngige Wachstum Agrobacterium-
induzierter Tumore in Abwesenheit von Agrobakterien fiihrte zu dem
Schluf3, dafl diese Mikroorganismen auf Pflanzen ein ,tumorinduzierendes
Prinzip® iibertragen konnen. Auf der Suche nach diesem Prinzip entdeckte
man, daB infektiose Bakterien ein circa 200 kb (kb = Kilobasenpaare)
groBes Plasmid enthalten, das sogenannte Ti-Plasmid (Ti = Tumor induzie-
rend) (Abbildung 13.2). Es liel sich nachweisen, daB ein Teil des Ti-Plas-
mids, die circa 20 kb groBe t-DNA (t = Transfer), in infizierte Pflanzen-
zellen iibertragen und stabil in das Genom integriert wird. Die t-DNA
kodiert die Gene fiir das Tumorwachstum sowie fiir die Opinsynthese.

iaaM iaaH ipt Abb. 13.2. Genetische
ges 5.2 1  4fabbaos .. Organisation eines
. S . Ti-Plasmids von Agro-
\ y bacterium tumefaciens.
N 4 Unterer Teil: Funktio-
\ ’ nell charakterisierte
Bereiche eines Nopalin-
Ti-Plasmids. Noc:
Nopalin-Katabolismus;
Rep: Funktionen zur
Replikation des Plas-
mids in Agrobakterien;
t-DNA: in Pflanzen-
zellen transferierter

weitere t-DNA-Gene

Nopalin-Ti-Plasmid _
(ca. 200 kb) DNA-Bereich des Plas-

mids; Tra: Funktionen
zum Transfer des

Plasmids zwischen
Bakterien; Vir:
Virulenzbereich fiir
den t-DNA-Transfer in
Pflanzenzellen. — Oberer Teil: Struktur und Anordnung der auf einer Nopalin-t-
DNA identifizierten Gene; transkribierte t-DNA-Gene sind als Balken darstellt, die
Transkriptionsrichtung ist, sofern bekannt, durch Pfeile markiert; acs: Agrocinopin-
Synthetase-Gen; iaaH: Indolacetamid-Amidohydrolase-Gen; iaaM: Typtophan-
Monooxygenase-Gen; ipt: Isopentenyl-Transferase-Gen; nos: Nopalin-Synthetase-
Gen; LB: Linke Bordersequenz; RB: Rechte Bordersequenz.
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13.1.2 Pflanzliche Signale
bei der Induktion des t-DNA Transfers

Die fiir den t-DNA Transfer notwendigen bakteriellen Funktionen werden
von den vir-Genen (vir = Virulenz) des Ti-Plasmids kodiert (Abbildungen
13.2 und 13.3). Dariiber hinaus sind fiir die Induktion des t-DNA—Transfer—
prozesses auch besondere Signale verwundeter Pflanzen notwend}g. A.ls. d.er—
artige Signale konnten bestimmte phenolische Verbindungen .1dent1f12'1ert
werden, wie das Acetosyringon [3] (Abbildung 13.3a). Acetosyringon wirkt
als spezifischer Induktor der Expression von vir-Genen, die ansonsten,
mit Ausnahme der fortwihrend ausgeprigten Gene virA und virG, tran-
skriptionell inaktiv sind. Der Induktor Acetosyringon stimuliert. das Trans-
membranprotein VirA zur Phosphorylierung des VirG-Pyotems, c}essen
phosphorylierte Form als Aktivator der vir-Genexpression wirkt (Abbildung
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Abb. 13.3. Mechanismus des t-DNA-Transfers von Agrobacterien in Pflanzenzellen:
(a) Exkretion des Signalmolekiils Acetosyringon durch verwundete Pflanzenzellen;
(b) Induktion der vir-Gene; (c) Bildung des t-DNA-Komplexes; (d) Transfer des
t-DNA-Komplexes; () Integration der t-DNA in das pflanzliche Genom.
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13.3b). Vergleichbare regulatorische Zweikomponentensysteme, bestehend
aus einem Umweltsensor (wie VirA) und einem Regulator (wie VirG), sind
in Bakterien weitverbreitet.

13.1.3 Mechanismus des t-DNA-Transfers:
Parallelen zur bakteriellen Konjugation

Der Mechanismus des t-DNA-Transfers von Agrobakterien in Pflanzen ist
bisher noch nicht in allen Einzelheiten bekannt. Es konnte jedoch gezeigt
werden, daf3 in Agrobakterien nach Induktion der vir-Gene durch Acetosy-
ringon eine einzelstrangige Kopie der t-DNA des Ti-Plasmids generiert
wird, die nach dem Transfer in Pflanzenzellen in das pflanzliche Genom
integriert wird [2]. In diesem ProzeB konnte einigen der beteiligten Vir-Pro-
teine eine Funktion zugewiesen werden (Abbildung 13.3). Die t-DNA wird
an ihren Enden von circa 25 Bp (Bp = Basenpaare) langen direkten
Sequenzwiederholungen flankiert, der rechten Bordersequenz (RB) bzw.
der linken Bordersequenz (LB). Der t-DNA-TransferprozeB wird durch
einen Einzelstrangbruch an der rechten Bordersequenz initiert (Abbildung
13.3c). Diese Reaktion erfolgt durch die sequenzspezifische Endonuklease
VirD2 im Zusammenspiel mit dem DNA-bindenden VirC1-Protein. Gleich-
zeitig wird das VirD2-Protein kovalent an das generierte Ende der einzel-
strdngigen t-DNA gebunden. Das VirD1-Protein bildet mit pflanzlichen
Faktoren eine Helikase-Aktivitdt, die den t-DNA-Einzelstrang von dem
komplementiren DNA-Strang des Ti-Plasmids entwindet. Die entwundene
einzelstriangige t-DNA wird durch Bindung des VirE2-Proteins stabilisiert
und vor dem Angriff von Endonukleasen geschiitzt. Der gebildete t-DNA-
Komplex wird schlieBlich durch einen Einzelstrangbruch an der linken
Bordersequenz freigesetzt. Diese Reaktion katalysiert ebenfalls das VirD2-
Protein. Fiir den Transport des t-DNA-Komplexes in verwundete Pflanzen-
zellen miissen die Agrobakterien mit den pflanzlichen Zellen in engen Kon-
takt treten. Die hierfiir erforderliche bakterielle Anheftungsreaktion erfolgt
durch die Aktivitdt chromosomaler Virulenzgene. Der t-DNA-Komplex
wird dann durch Poren der bakteriellen Zellwand, an deren Ausbildung die
verschiedenen VirB Proteine beteiligt sind, in das Cytoplasma der Pflanzen-
zellen geschleust (Abbildung 13.3d). Fiir den gerichteten Weitertransport
des t-DNA-Komplexes in den pflanzlichen Zellkern sowie die sequenzun-
spezifische Integration des t-DNA-Einzelstrangs in das pflanzliche Genom
(Abbildung 13.3e) kommt wiederum dem VirD2-Protein besondere Bedeu-
tung zu. Das kovalent an den t-DNA-Einzelstrang gebundenen VirD2-Pro-
tein besitzt ein funktionales Signal fiir den Transport von Proteinen in den
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Kern eukaryotischer Zellen, so daB hierdurch der gesamte t-I?NA—KQmplex
in den pflanzlichen Zellkern geleitet wird [2]. Ferner weist ein Bgrelch de.zs
VirD2-Proteins Homologien zur DNA-Ligase aus Escherzchza' col{ auf, die
demnach am IntegrationsprozeB der einzelstriangigen t-DNA in die pflanz-
liche DNA beteiligt sein konnte [3]. Vermutlich durch Reparqtursynthesg
wird anschlieBend der fehlende Gegenstrang der integrierten einzelstriangi-
gen t-DNA ergénzt. _

Der gesamte Mechanismus des t-DNA-Transfers zeigt demnach b_emer-
kenswerte Analogien zur bakteriellen Konjugation [1], die dem gengtlschen
Informationsaustausch zwischen Bakterien dient. Die strukturelle Ahnlich-
keit sowie die funktionale Austauschbarkeit einzeiner analoger Komponen-
ten der beiden Prozesse deuten darauf hin, daf sich der Mechanismu§ des
t-DNA-Transfers von Agrobacterium in Pflanzenzellen aus der bakteriellen
Konjugation entwickelt hat.

13.2 Pflanzentumore: Umsteuerung
von Differenzierungsprozessen

Nach dem Transfer der t-DNA von Agrobakterien in infizierte Pflanzenzel-
len und deren Integration in das pflanzliche Genom werden die auf der
t-DNA kodierten Gene (Abbildung 13.2) in den transformierten Pflapzen—
zellen ausgeprigt. t-DNA-Gene, die tumorhaftes Wachstum transfprmlerter
Pflanzenzellen bewirken, werden in Anlehnung an die Terminologie tumor-
auslosender Gene tierischer Systeme als pflanzliche Onkogene bezeichnet.

Die t-DNA von Agrobacterium tumefaciens kodiert fiir drei Onkogqne,
die eine Bildung von Waurzelhalsgallen sowie deren hormonunabhéngiges
Wachstum in Gewebekultur bewirken. Man konnte nachweisen, daB3 diese
Onkogene Enzyme zur Synthese von Phytohormonen aus einfache_n Meta-
boliten kodieren [1]. Das Auxin Indol-Essigsdure wird in zwei Schritten aus
Tryptophan synthetisiert (Abbildung 13.4a). Das t-DNA-Gen 1 (iaaM-Gen)
kodiert eine Tryptophan-2-Monooxygenase, welche die Oxidation von Tryp-
tophan zu Indolacetamid katalysiert. Die Hydrolyse von Indolacetamlq zu
Indol-Essigsiure erfolgt durch die Aktivitdt einer Indolacetamid-Amido-
hydrolase, die durch das t-DNA-Gen 2 (iaaH-Gen) kodiert wird. Die Syn-
these des Cytokinins Isopentenyladenosin aus den Vorstufen Adenin und
Isopentenylpyrophosphat erfolgt durch eine Isopentenyl-Transferase, die von
dem t-DNA-Gen 4 (ipt-Gen) kodiert wird (Abbildung 13.4b).
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In Wurzelhalsgallen kann die unregulierte Synthese von Auxinen und
Cytokininen durch die Aktivitit der Genprodukte von t-DNA-Onkogenen
zu einer toxischen Anreicherung der gebildeten Phytohormone fiihren. Zur
Gewihrleistung eines optimalen Tumorwachstums werden deshalb die Wir-
kungen dieser Phytohormone durch die Produkte weiterer t-DNA-Gene
moduliert. Das t-DNA-Gen 5 kodiert fiir ein Enzym zur Umwandlung von
Tryptophan in Indol-Milchséure [8] (Abbildung 13.4c). Es ist jedoch noch
nicht bekannt, ob diese Reaktion iiber das instabile Intermedidrprodukt
Indol-Pyruvat verléuft, oder ob Indol-Milchsiure direkt aus Tryptophan her-
vorgeht. Das Auxin-Analogon Indol-Milchsdure besitzt im Vergleich zur
Indol-Essigséure nur eine relativ schwache Auxinwirkung. Durch die kom-
petitive Inhibition der Bindung von Indol-Essigsiure an Auxin-Rezeptoren
wirkt Indol-Milchsédure jedoch als ein potenter Auxin-Antagonist. Die Bil-
dung von Indol-Milchsdure durch die Aktivitit des t-DNA-Gen 5-Genpro-
dukts erlaubt Wurzelhalsgallen somit die Tolerierung hoher Auxinkonzentra-
tionen. Die Expression des t-DNA-Gens 5 wird jedoch erst durch hohe
Auxinkonzentrationen induziert, so da nur unter diesen Bedingungen
Tryptophan in Indol-Milchsdure umgewandelt wird. Die hierdurch vermin-
derte Auxinwirkung wiederum deaktiviert die Expression von t-DNA-Gen
5, so daB durch diesen autoregulatorischen Mechanismus die Auxinwirkun-
gen in Wurzelhalsgallen auf einem homdostatischen Niveau gehalten wer-
den. Die Feinregulation der Cytokininwirkungen erfolgt durch die Aktivitit
des t-DNA-Gen 6b-Genprodukts, dessen molekulare Wirkungsweise bisher
jedoch ungeklirt ist.

Im Gegensatz zur Induktion undifferenzierter Wurzelhalsgallen durch
Agrobacterium tumefaciens bewirkt Agrobacterium rhizogenes die Ausbil-
dung differenzierter Tumore, der undeterminiert wachsenden ,haarigen
Waurzeln®. Hierfiir ist die Ausprigung von drei Onkogenen der ibertragenen
t-DNA verantwortlich, nidmlich der Gene rolA, rolB und rolC (rol = ,root
locus’) [1]. Obwohl Phytohormone an der Differenzierung von ,haarigen
Waurzeln® beteiligt sind, scheinen die rol-Gene keine Enzyme zur Neusyn-
these von Phytohormonen zu kodieren. Vielmehr lie sich zeigen, daB das
rolB-Genprodukt eine Erhéhung der Sensitivitit von transformierten Pflan-
zengeweben gegeniiber Auxinen bewirkt. Der zugrundeliegende molekulare
Wirkungsmechanismus des rolB-Genprodukts ist jedoch noch nicht hinrei-
chend geklirt. Hingegen ist die Funktion des rolC-Genprodukts bekannt.
Inaktive Zuckerkonjugate des Phytohormons Cytokinin werden durch die B-
Glukosidase-Aktivitit des rolC-Genprodukts gespalten, so daB aktive Cyto-
kinine freigesetzt werden [9]. Interessanterweise wirken die hierdurch in
;haarigen Wurzeln® freigesetzten Cytokinine zellautonom, wihrend das in
Wurzelhalsgallen durch die Aktivitit des Agrobacterium tumefaciens t-DNA-
Gen 4-Genprodukt synthetisierte Cytokinin auch transportiert wird und
somit in anderen Zellen wirksam werden kann.
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Abb. 13.4. Syntheseleistungen von Agrobacterium tumefaciens-induzierten Waurzel-
halsgallen durch die Aktivitit t-DNA-kodierter Genprodukte. (a) Synthese des
Auxins Indol-Essigsdure durch die Genprodukte der Gene iaaM (t-DNA-Gen-1)
und iaaH (t-DNA-Gen-2); (b) Synthese des Cytokinins Isopentenyladenosin durch
das Genprodukt des ipt-Gens (t-DNA-Gen-4); (c) Umwandlung von Tryptophan in
Indol-Milchsiure durch das Genprodukt des t-DNA-Gens 5.
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13.3 Freigesetzte Opine als Nahrungsgrundlage

Agrobacterium-induzierte Pflanzentumore synthetisieren und sezernieren
Opine, untypische Metabolite, die in anderen Pflanzengeweben nicht gefun-
den werden [1]. Chemisch stellen die Opine Konjugate zwischen Aminosiu-
ren und a-Oxosduren dar. Thre Synthese erfolgt mit Hilfe von Enzymen, die
von t-DNA-Genen kodiert werden (wie nos = Nopalinsynthetase; Abbil-
dung 13.2). Die unterschiedliche Substratspezifitdt der Opin-Synthetasen
erlaubt eine einfache Klassifizierung von Agrobacterium-Stimmen anhand
der in den induzierten Tumoren gebildeten Opine. Die bekanntesten Opine
sind Nopalin und Octopin, Konjugate von Arginin mit a-Oxoglutarat bzw.
Pyruvat (Abbildung 13.4d). Die in den Tumoren akkumulierenden Opine
werden aktiv sezerniert und dienen Agrobakterien im umliegenden Boden
als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Tatsdchlich verfiigen ausschlieBlich die
Agrobakterien iiber die zum Abbau der Opine notwendigen katabolischen
Funktionen. Diese Enzyme werden durch Gene auf dem Ti-Plasmid kodiert
(beispielsweise noc = Nopalin-Katabolismus; Abbildung 13.2), die in ihrer
Expression durch Opine induzierbar sind [3]. Die von einem Ti-Plasmid



266 13 Agrobacterium und Rhizobium — Bodenbakterien als Pflanzeningenieure

kodierten Opin-katabolisierenden Enzyme zeigen immer eine ausgeprigte
Substratspezifitit fiir dasjenige Opin, welches in den durch dieses Ti-Plas-
mid induzierten Tumoren gebildet wird. Die Ti-Plasmid-kodierten anaboli-
schen Funktionen (t-DNA-kodierte Opin-Synthetasen, im Pflanzentumor
aktiv) und katabolischen Funktionen (auBerhalb der t-DNA kodiert, in den
Agrobakterien aktiv) des Opin-Stoffwechsels sind demnach aufeinander
abgestimmt. Die von einem Tumor sezernierten Opine bewirken in der
Agrobakterienpopulation eine aktive Verbreitung gerade desjenigen Ti-Plas-
mids, welches diesen Tumor induziert hat. Dies geschieht, indem die freige-
setzten Opine die tra-Gene (tra = Transfer) des Ti-Plasmids (Abbildung
13.2) induzieren, deren Genprodukte die Konjugationsrate des Plasmids
innerhalb der Agrobakterienpopulation erhéhen.

13.4 Genetische Kolonisation von Pflanzen

In der uns bekannten belebten Natur ist das Pathogenitétsprinzip von Agro-
bakterien gegeniiber Pflanzen einzigartig, da nicht der Schadorganismus
selbst, sondern die durch ihn horizontal auf den Wirtsorganismus {ibertra-
gene genetische Information pathogen wirkt. Durch diesen Gentransfer von
Agrobakterien in infizierte Pflanzenzellen entstehen Pflanzentumore, die
Opine in das umliegende Erdreich sezernieren. Da Opine ausschlielich
Agrobakterien als Nahrungsgrundlage zuginglich sind, verschaffen sich
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Agrobakterien somit einen exklusiven Zugang zu den Photosyntheseleistun-
gen der infizierten Pflanzen. Dieses Prinzip wird als genetische Kolonisation
von Pflanzen durch Agrobakterien bezeichnet (Abbildung 13.5). Der hieraus
resultierende Selektionsvorteil der Agrobakterien gegeniiber konkurrieren-
den Mikroorganismen im Boden manifestiert sich in einer bis zu tausend-
fachen Anreicherung der Agrobakterien in der Nihe von Pflanzentumoren.

13.5 Die Rhizobium-Leguminosen-Symbiose

Im Gegensatz zu den phytopathogenen Agrobakterien leben die nahe ver-
wandten Rhizobien (Knollchenbakterien) in Symbiose mit ihren Wirtspflan-
zen. Hierbei kommt es an den Wurzeln infizierter Pflanzen zur Ausbildung
eines einzigartigen Symbioseorgans, des stickstoffixierenden Wurzelknéll-
chens [4] (Abbildung 13.6). Zum ProzeB der Knollchenbildung, der auch als
Nodulation bezeichnet wird, sind nur die in der artenreichen Pflanzen-
ordnung Fabales zusammengefaBten Leguminosen befihigt. Die nodulieren-
den Mikrosymbionten finden sich in den Bakteriengattungen Rhizobium,

Abb. 13.6. Knéllchenbildung (Nodulation)
an den Wurzeln der Luzerne nach der
Infektion mit Rhizobium meliloti.
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Bradyrhizobium und Azorhizobium, die sich jedoch in ih‘ren Merk.malen
sowie im Verlauf ihrer symbiontischen Wechselwirkung mit Lefgurr.nnosen
nur geringfiigig unterscheiden. Aus Griinden der Ubersichtlichkel't wird des-
halb im folgenden ausschlieBlich die Bakteriengattung Rhizobwfm vorge-
stellt, insbesondere am Beispiel der am besten untersuchten Spezies Rhizo-
bium meliloti. Dieser Mikrosymbiont noduliert ausschlieBlich Luzerne-
pflanzen. Im allgemeinen ist die Spezifitdt der Rhizobium—Legumin(.)sen-
Symbiose bemerkenswert. Die verschiedenen Rhizobien-Arten bew1r}<en
jeweils die Nodulation nur einer oder weniger, nahe verwandter Leggmmo—
senarten. Umgekehrt kann eine bestimmte Leguminosenart héufig nur
durch eine Rhizobien-Art noduliert werden. Die Kontrolle dieser Wirtsspe-
zifitit erfolgt durch beide Symbiosepartner.

13.5.1 Nodulation: Der Weg zum Wurzelkndllchen

Die Knollchenbildung an Leguminosenwurzeln nach der Infektion durch
Rhizobien ist ein sehr komplexer Entwicklungsprozef3, welcher der koordi-
nierten Interaktion beider Symbiosepartner bedarf [5]. Die Wechselwirkung
beginnt im Boden mit der Besiedlung der Wurzelspitze auskeimender Legu-
minosen durch chemotaktisch angelockte Rhizobien. Die angelagerten Bak-
terien verursachen bei den auswachsenden Wurzelhaaren die sogenannte
Waurzelhaarkriimmung, wodurch sie in sehr engen Kontakt mit der Zellwand
der Wurzelhaare gelangen. Etwa gleichzeitig werden im umliegenden
Wurzelrindengewebe  Zellteilungen induziert, die zur Ausbildung des
zunichst undifferenzierten Knéllchengewebes fiihren. Die Infektion der
Pflanze beginnt mit der lokalen Auflosung der Zellwand von Wurzglhaar-
zellen durch hydrolytische Enzyme der gebundenen Rhizobien. Die in das
Wurzelhaar eindringenden Bakterien werden von einem Infektionsschlauch
eingehiillt, der durch einen UmlagerungsprozeB der pflanzlichen Zellwand
sowie durch die bakterielle Ausscheidung von Exopolysacchariden entsteht.
Er wichst durch Teilung der Bakterien in das Knéllchengewebe ein und ver-
zweigt sich, so daB sich der infizierte Gewebebereich des wachsenden
Waurzelknollchens vergroBert. SchlieBlich werden die Bakterien aus dem
Infektionsschlauch in die umliegenden Zellen des Knollchengewebes ent-
lassen.

Die Rhizobien liegen nicht frei im eukaryotischen Cytoplasma vor,
sondern sind von der sogenannten Periplasmamembran umschlossen, die
sich von der pflanzlichen Cytoplasmamembran ableitet. Die Aufnahme der
Bakterien in Pflanzenzellen erfolgt demnach durch einen Endocytose-éhn-
lichen ProzeB. Die intrazelluliren Rhizobien differenzieren anschlieBend in
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ihre endosymbiontische Form, die man als Bakteroid bezeichnet. Das
Knolichen ist nun vollstindig ausdifferenziert und enthilt infizierte, mit
Bakteroiden angefiillte sowie nicht-infizierte Zellen. Die giinstigen physio-
logischen Bedingungen im Wurzelknélichen erlauben den Bakteroiden mit
Hilfe des Nitrogenase-Enzymkomplexes die Fixierung molekularen Stick-
stoffs in organische Stickstoffverbindungen.

13.5.2 Ausprédgung symbiontischer Gene
in beiden Symbiosepartnern

Die Einzigartigkeit der Morphogenese und Funktion von Wurzelknéllchen
bedingt in beiden Symbiosepartnern die Ausprigung spezieller symbionti-
scher Gene [4]. Die Symbiosegene der Rhizobien werden durch ihren
mutanten Phénotyp definiert. Bakterielle Symbiosegene, deren Mutierung
in Defekten der Knollchenmorphogenese resultieren, werden als nod-Gene
(nod = Nodulation) bezeichnet. Die Genprodukte der nod-Gene sind fiir
die Synthese bakterieller Signalmolekiile verantwortlich, die an den Legumi-
nosenwurzeln den ProzeB der Nodulation induzieren. Die Mutierung der
symbiontischen exo-Gene (exo = Exopolysaccharid) verursacht die Bildung
sogenannter leerer Wurzelknéllchen, die nicht durch Rhizobien infiziert wer-
den konnen. Dieser Phinotyp zeigt, daB der ProzeB der Knéllchenmorpho-
genese unabhingig von einer erfolgreichen Infektion durch Rhizobien
ablaufen kann. Die Genprodukte der exo-Gene bewirken in den Infektions-
schlduchen eine Verdnderung der bakteriellen Oberflichenstruktur durch
die Ausscheidung von Exopolysacchariden. Bakterielle Symbiosegene, deren
Mutierung eine normale Knéllchenbildung erlaubt, nicht jedoch die Fixie-
rung von molekularem Stickstoff durch die endosymbiontischen Bakteroide,
teilt man in zwei Klassen ein: Weisen diese symbiontischen Gene Sequenz-
homologien mit den gut untersuchten Stickstoffixierungsgenen des freile-
benden Bakteriums Klebsiella pneumoniae (einem nicht-symbiontischen
Stickstoffixierer) auf, so bezeichnet man diese Gene als nif-Gene (nif =
»nitrogen fixation®). Hierzu zéhlen beispielsweise die Gene nifK, nifD und
nifH, die den Nitrogenase-Enzymkomplex zur Fixierung von molekularem
Stickstoff kodieren. Die nicht-homologen Stickstoffierungsgene der Rhizo-
bien heiBen fix-Gene (fix = ,fixation‘). Die Funktionen der fix-Gene sind
weitgehend unbekannt; sie haben aber wahrscheinlich eine Bedeutung im
symbiontischen Stoffwechsel mit der Pflanze. In den meisten Rhizobien-
arten wird die iiberwiegende Zahl der Symbiosegene von einem groBen
Plasmid, dem sogenannt Sym-Plasmid (Sym = Symbiose) kodiert. In Rhizo-
bium meliloti hat das Sym-Plasmid eine GroBe von etwa 1500 kb.



270 13 Agrobacterium und Rhizobium — Bodenbakterien als Pflanzeningenieure

Die symbiontischen Gene der Pflanzen sind die Nodulingene — sie wer-
den definitionsgemiB ausschlieBlich in Wurzelknolichen ausgeprégt [7].
Nach dem Zeitpunkt der Induktion ihrer Expression unterscheidet man
friithe und spite Nodulingene. Die friilhen Nodulingene werden schon deut-
lich vor Beginn der Stickstoffixierung exprimiert; ihre Genprodukte sind am
InfektionsprozeB und an der Entwicklung der Knolichenstruktur beteiligt.
Zu den friihen Nodulinen gehort das Zellwandprotein ENOD12, dem eine
strukturelle Aufgabe bei der Ausbildung der Infektionsschlduche zukommt.
Einem anderen frithen Nodulin, dem Zellwandprotein ENOD2, ordnet man
eine Funktion bei der Ausbildung einer Sauerstoff-Diffusionsbarriere in der
Knollchenrinde zu [12]. Die spéten Nodulingene werden erst zum Zeitpunkt
der Stickstoffixierung induziert — sie haben die Aufgabe, die fiir die Stick-
stoffixierung notwendigen physiologischen Bedingungen innerhalb des Wur-
zelknollchens zu schaffen. Das bekannteste spate Nodulin ist das Leghdmo-
globin, das dem tierischen Hidmoglobin und Myoglobin homolog ist. Seine
prosthetische Him-Gruppe, die dem Knollchengewebe eine charakteristisch
rote Farbe verleiht, wird von dem Mikrosymbionten synthetisiert. Das funk-
tionale Leghimoglobin stellt demnach eine gemeinsame Syntheseleistung
beider Symbiosepartner dar. Es wirkt dhnlich dem tierischen Hdmoglobin
und Myoglobin als Sauerstoff-Transportprotein, indem es im Knélichen-
gewebe den gebundenen Sauerstoff an die Stellen erhohten Sauerstoffbe-
darfs leitet und gleichzeitig sauerstoffsensitive Reaktionen vor einer Oxida-
tion schiitzt. Zu den spiten Nodulinen gehoren ferner Enzyme des Stick-
stoff-Metabolismus wie die Glutamin-Synthetase und die Uricase sowie
Enzyme zur Versorgung der Bakteroide mit pflanzlichen Assimilaten wie
die Saccharose-Synthase.

13.5.3 Symbiontische Signale als Ausldser
der Knollchenentwicklung

Die Symbiose von Rhizobien und Leguminosen wird durch niedermoleku-
lare Signale eingeleitet [6]. Ein bakterielles Signal, der sogenannte Nod-
Faktor (Nod = Nodulation), induziert im ProzeB der Knélichenentwicklung
die ersten erkennbaren morphologischen Verdnderungen der Leguminosen-
wurzel. Hierzu zdhlen die Wurzelhaarkrimmung sowie die Induktion von
Zellteilungen in der Wurzelrinde, die schlieBlich zur Bildung kndllchenéhn-
licher Strukturen fiihren. Der Nod-Faktor bewirkt diese Effekte bereits in
geringsten Konzentrationen (im Bereich von 1077 bis 107" M (M = molar)).
Die chemische Struktur des Nod-Faktors konnte aufgekldrt werden, nach-
dem es gelungen war, diesen aus dem Uberstand von Rhizobium meliloti-
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Kulturen zu isolieren [10]. Der Nod-Faktor ist ein Lipooligosaccharid,
bestehend aus vier B-1,4-verkniipften N-Acetylglucosamin-Resten, bei dem
die Acetylgruppe des Zuckers am nichtreduzierenden Ende durch eine
ungesdttigte Fettsdure substituiert ist und die methanolische Gruppe des
Zuckers am reduzierenden Ende sulfatiert ist (Abbildung 13.7). Die Syn-
these des Nod-Faktors erfolgt durch die Genprodukte der bakteriellen nod-
Gene. Die allgemeinen nod-Gene (nodA, nodB und nodC) werden von
allen bisher untersuchten Rhizobien-Arten kodiert. Ihre Genprodukte
bewirken die Biosynthese des allgemeinen Nod-Faktors. Das Zuckergeriist
des allgemeinen Nod-Faktors, ein aus N-Acetylglucosamin-Resten aufgebau-
tes Chitooligosaccharid, wird wahrscheinlich durch das NodC-Protein syn-
thetisiert, da dieses Sequenzhomologien zu einer Chitinsynthase der Hefe
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Abb. 13.7. Signalaustausch zwischen dem Mikrosymbionten Rhizobium meliloti und
dem Makrosymbionten Luzerne. (a) Exkretion des Signalmolekiils Luteolin durch
Luzernewurzeln; (b) Induktion der nod-Gene; (c) Synthese des Nod-Faktors;

(d) Induktion des Nodulationsprozesses an Luzernewurzeln.
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aufweist [4]. Dieses Chitooligosaccharid wird durch die Aktivitdt des NodB-
Proteins am endstindigen Zucker deacetyliert [11]. Die hierbei generierte
freie Aminogruppe kann in einer nachfolgenden Reaktion mit einer Fett-
sdure acetyliert werden, so daB die Grundstruktur des allgemeinen Nod-
Faktors fertiggestellt ist. Es ist bisher nicht bekannt, ob diese Reaktion
durch das NodA-Protein katalysiert wird.

Neben den allgemeinen nod-Genen kodieren viele Rhizobien-Arten noch
weitere nod-Gene, deren Genprodukte eine Modifikation des allgemeinen
Nod-Faktors bewirken [6]. Die verschiedenen Leguminosen-Arten zeigen
bei der Induktion des Nodulationsprozesses jeweils eine Spezifitdt fiir
bestimmte derartige Modifikationen des allgemeinen Nod-Faktors. Hieraus
ergibt sich ein Mechanismus zur Kontrolle der Wirtsspezifitit von Rhizo-
bium-Arten. In Rhizobium meliloti kodiert beispielsweise das nodH-Gen
eine Sulfotransferase zur Ubertragung eines Sulfatrestes auf die methano-
lische Gruppe des Zuckers am reduzierenden Ende des allgemeinen Nod-
Faktors. Erst der derart verinderte Nod-Faktor (Abbildung 13.7¢c) bewirkt
an den Wurzeln des Makrosymbionten Luzerne die Induktion des Nodula-
tionsprozesses (Abbildung 13.7d).

Ein zweiter Mechanismus zur Kontrolle der Wirtspezifitit von Rhizobien-
Arten ergibt sich aus der Tatsache, daB fiir die Synthese des Nod-Faktors
die nod-Gene durch pflanzliche Signalmolekiile transkriptionell induziert
werden miissen [5]. In den Rhizobien stimulieren bestimmte Flavonoide und
Isoflavonoide aus den Ausscheidungen der Leguminosenwurzeln (Abbildung
13.7a) das regulatorische NodD-Protein zur Aktivierung der nod-Genex-
pression (Abbildung 13.7b). Eine wirtsspezifische Induktion der nod-Genex-
pression ergibt sich somit daher, daB8 die verschiedenen Leguminosen-Arten
jeweils unterschiedliche Zusammensetzungen an Flavonoiden und Isoflavo-
noiden ausscheiden, wihrend die NodD-Proteine der verschiedenen Rhizo-
bien-Arten jeweils nur eine Spezifitdt fiir bestimmte dieser Induktoren auf-
weisen. Das NodD-Protein von Rhizobium meliloti besitzt zum Beispiel eine
Spezifitit fir das durch die Wurzel des Makrosymbionten Luzerne ausge-
schiedene Flavon Luteolin (Abbildungen 13.7a und 13.7b).

Die beschriebenen Mechanismen der Wirtspezifitit in der Rhizobium-
Leguminosen-Symbiose, bedingt durch einen wechselseitigen Signalaus-
tausch zwischen Mikrosymbionten und Makrosymbioten, stellen sicher, da
der aufwendige Prozef3 der Nodulation nur zwischen den zueinander passen-
den Symbiosepartnern zustandekommen kann.

Der Wirkmechanismus des Nod-Faktors bei der Wurzelhaarkriimmung
und der Induktion von Zellteilungen in der Wurzelrinde ist noch weitgehend
unbekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dal der Nod-Faktor die Aus-
priagung pflanzlicher Symbiosegene reguliert. Bestimmte friithe Nodulingene
der Leguminosen, die wie das ENOD12-Gen in den frithesten Stadien der
Knollchenentwicklung exprimiert werden, sind durch den Nod-Faktor tran-
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skriptionell induzierbar [7]. Hingegen wird das frilhe Nodulingen ENOD2,
welches wihrend der Knoéllchenentwicklung etwas spéter als das ENOD12
Nodulingen zur Ausprigung kommt, durch das Phytohormon Cytokinin
induziert [12]. Man nimmt daher an, da8 der Nod-Faktor in einem sekundi-
ren Effekt die Verdnderung der Hormonbalance in der Leguminosenwurzel
bewirkt. Hierfiir spricht auch die Tatsache, daB sich durch die Gabe von
Transportinhibitoren des Phytohormons Auxin an Leguminosenwurzeln
Pseudoknéllchen induzieren lassen, die in ihrer Morphologie den durch den
Nod-Faktor induzierten Knoéllchen-dhnlichen Strukturen gleichen [5].

13.5.4 Symbiontischer Stoffwechsel von Rhizobien
und ihren Wirtspflanzen

Im ausdifferenzierten Wurzelknollchen erfolgt die Reduktion von molekula-
rem Stickstoff zu Ammonium durch den Nitrogenase-Enzymkomplex der
Bakteroide. Um diese Schliisselreaktion der symbiontischen Stickstoffixie-
rung zu ermoglichen, muf3 die Knollchenstruktur einige erstaunliche physio-
logische und physiko-chemische Leistungen vollbringen, die einer engen
Verzahnung der Stoffwechselprozesse beider Symbiosepartner bediirfen
(Abbildung 13.8).

Die Fixierung von molekularem Stickstoff durch den bakteriellen Nitro-
genase-Enzymkomplex erfolgt durch die Reaktion:

N, + nATP + 6 ¢ + 8 H* - 2 NH,* + n ADP + n P,.

Diese dufert energiebediirftige Reaktion verlangt etwa 22 bis 28 Mol ATP
pro Mol reduzierter Stickstoffatome. Die hierfiir notwendige Energie wird
den Bakteroiden in Form von Photosynthese-Assimilaten der Pflanze zuge-
fithrt. Dem spéten Nodulin Saccharose-Synthase kommt hierbei eine Schliis-
selrolle zu, da es im Knollchengewebe das Disaccharid Saccharose (die
iibliche Transportform von Zuckern in Pflanzen) spaltet. Die gebildeten
Monosaccharide werden wahrscheinlich durch den pflanzlichen Metabolis-
mus in organische Séuren umgewandelt, die von den Bakteroiden aufge-
nommen und iiber den Calvin-Zyklus abgebaut werden. In der gekoppelten
bakteriellen Atmungskette werden dann die fiir die Stickstoffixierung not-
wendigen Energiedquivalente in Form von ATP gewonnen. Der hierdurch
erhohte Sauerstoffbedarf der Bakteroide steht im Widerspruch zu der extre-
men Sauerstoff-Sensitivitdit des Nitrogenase-Enzmymkomplexes. Dieses
Paradoxon 16st die Aktivitdt des spidten Nodulins Leghdmoglobin: Dieses
hochwirksame Sauerstoff-Transportprotein bindet molekularen Sauerstoff
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duBerst effektiv und fiithrt ihn gezielt der bakteriellen Atmungskette zu.
Hierdurch wird die bakterielle Atmungskette ausreichend mit Sauerstoff
versorgt und der Nitrogenase-Enzymkomplex vor einer Oxidation geschiitzt.
Ferner existieren im Knollchen auch passive Mechanismen zur Minderung
des Sauerstoff-Partialdrucks, beispielsweise durch Diffusionsbarrieren in der
Knéllchenrinde, an deren Ausbildung wahrscheinlich das frithe Nodulin
ENOD?2 beteiligt ist [12]. Das bei der Stickstoffixierung gebildete Ammo-
nium scheiden die Bakteroide entweder direkt oder in der Form von Gluta-
minsidure aus. In einer dieser Formen assimilieren es anschlieBend die
Pflanzen. Hierbei katalysiert das spite Nodulin Glutamin-Synthetase die
Bildung der iiblichen Stickstoff-Transportform Glutamin aus Ammonium
und Glutaminsiure. In den Knéllchen bestimmter Leguminosen-Arten (wie
etwa der Sojabohne) wird der fixierte Stickstoff in die Ureide Allantoin bzw.
Allantoinsdure umgewandelt. An der Bildung dieser Stickstoff-Transportfor-
men ist das spite Nodulin Uricase beteiligt. Die Aufkldrung der Funktion
weiterer spiter Noduline wird mit Sicherheit noch andere interessante
Aspekte des symbiontischen Stoffwechsels in Wurzelknollchen beleuchten.
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13.5.5 Rhizopine in der Rhizobium-Leguminosen-Symbiose

Die Wechselwirkung zwischen Rhizobien und ihren Wirtspflanzen kann
neben den beschriebenen symbiontischen Aspekten teilweise auch parasiti-
ren Charakter annehmen. Einige Rhizobien-Arten synthetisieren als Bakte-
roide in Wurzelknollchen ungewohnliche Substanzen, die nach ihrer Freiset-
zung in den Boden von freilebenden Rhizobien spezifisch abgebaut werden.
Hierdurch verschaffen die endosymbiontisch in Wurzelkndllchen lebenden
Rhizobien den freilebenden Formen gleichsam einen parasitdren Zugang zu
den Stoffwechselleistungen der Wirtspflanzen. Entsprechend der éhnlichen
Funktion der Opine in der parasitiren Wechselwirkung von Agrobakterien
und Pflanzen bezeichnet man diese Substanzen als Rhizopine. Sie wurden
erstmals in der symbiontischen Wechselwirkung zwischen Rhizobium meliloti
und der Luzerne beschrieben. Das hierbei identifizierte Rhizopin 3-O-
Methyl-scyllo-inosamin (3-O-MSI) ist ein Methylether eines Inosamin-Rings.
Die Ausprigung der bakteriellen Genprodukte zur Synthese bzw. zum
Abbau von Rhizopinen sind in den unterschiedlichen Lebensformen der
Rhizobien differentiell reguliert. Wahrend die Genprodukte der mos-Gene
zur Synthese von Rhizopinen nur in den endosymbiontischen Bakteroiden
der Wurzelknollchen zur Ausgeprigung kommen, werden die katabolischen
Genprodukte der moc-Gene nur in freilebenden Rhizobien ausgeprigt.

13.6  SchluB3betrachtung:
Analogien der Habitatbildung

In der Bakterienfamilie der Rhizobiaceae finden sich Bodenbakterien, die
ihre Habitate auf unterschiedlichste Art und Weise durch spezifische
Wechselwirkungen mit Pflanzen ausbilden. Die populérsten Vertreter der
Rhizobiaceae, die phytopathogenen Agrobakterien sowie die symbiontischen
Rhizobien, kennzeichnen die Bandbreite derartiger Wechselwirkungen. Die
Kolonisation ihrer Wirtspflanzen erfolgt bei den Agrobakterien primér gene-
tisch durch horizontalen Gentransfer, bei den Rhizobien jedoch durch eine
direkte strukturelle Interaktion. Trotz dieses fundamentalen Unterschieds
finden sich jedoch in einzelnen Teilaspekten dieser Wechselwirkungen
bemerkenswerte Analogien. So manipulieren beide Mikroorganismen spezi-
fisch die Entwicklungsprozesse ihrer Wirtspflanzen und erschlieBen sich
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hierdurch einen direkten Zugang zu den pflanzlichen Photosyntheseleistun-
gen. Bei den Agrobakterien geschieht dies durch Induktion der Bildung
pflanzlicher Tumore, in denen Opine synthetisiert werden, die nach ihrer
Sekretion in den Boden ausschlieBlich durch Agrobakterien katabolisiert
werden konnen. Rhizobien hingegen stimulieren die Bildung symbiontischer
Wurzelknollchen, in denen sie sich als Endosymbionten direkt mit Assimila-
ten der Wirtspflanze versorgen lassen. Einige Rhizobien-Arten sind als
Endosymbionten in Wurzelknollchen zur Umwandlung pflanzlicher Assimi-
late in opinartige Substanzen befédhigt. In Analogie zum Opinkonzept der
Agrobacterium-Pflanzen-Wechselwirkung dienen diese Rhizopine nach ihrer
Freisetzung aus den Wurzelknollichen den im Boden freilebenden Rhizobien
ebenfalls als Nahrungsquelle. Die Manipulation pflanzlicher Entwicklungs-
prozesse erfolgt in den beiden beschriebenen Wechselwirkungen durch spe-
zifische Signalmolekiile der Bakterien, die jeweils den pflanzlichen Hormon-
haushalt beeinflussen. Die Tumorbildung durch Agrobakterien erfolgt durch
die Ubertragung der als bakterielles Signalmolekiil aufzufassenden t-DNA
in Pflanzenzellen, deren genetische Ausprigung direkt die Synthese bzw.
Wirkung von Phytohormonen beeinflut. Die Bildung von Wurzelknéllchen
wird hingegen durch das bakterielle Signalmolekiil Nod-Faktor induziert,
wodurch indirekt eine Verdnderung der Hormonbalance in der Pflanzenwur-
zel erfolgt. Weiterhin werden beide Wechselwirkungen durch spezifische
pflanzliche Signalmolekiile eingeleitet. Die Exkretion von Acetosyringon aus
verwundeten Pflanzenzellen induziert den t-DNA-Transfer von Agrobakte-
rien, wihrend die Exkretion von Flavonoiden bzw. Isoflavonoiden durch
Leguminosenwurzeln die Synthese des Nod-Faktors in Rhizobien stimuliert.
Eine weitere Analogie betrifft die Organisation der fiir die Wechselwirkung
mit Pflanzen notwendigen Gene auf groen Plasmiden, dem Ti-Plasmid der
Agrobakterien bzw. dem Sym-Plasmid der Rhizobien, die einer schnellen
Verbreitung dieser Eigenschaften innerhalb der jeweiligen Bakterienpopula-
tionenen durch den Konjugationsproze3 dient. Trotz der engen Verwandt-
schaft von Agrobakterien und Rhizobien kénnen die beschriebenen Analo-
gien der verschiedenartigen Wechselwirkungen mit Pflanzen nicht durch
einen gemeinsamen Ursprung erklirt werden. Vielmehr scheint es sich hier-
bei um unabhingig voneinander entstandene Mechanismen zu handeln,
deren Analogien sich aus dem Selektionsdruck der bakteriellen Koevolution
mit ihren pflanzlichen Wirten ableiten.
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