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Pflanzen-Mikroben-Interaktionen

/elltodregulation und Immunmodulation
durch Wurzelpilze fordert Symbiose
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Symbiotic interactions between plants and fungi depend on tightly
regulated molecular mechanisms that enable fungal colonization while
modulating host immunity and metabolism. In our current study, we
show how the beneficial root endophyte Serendipita indica employs
specific enzymatic activities to regulate host cell death - an essential
process for the establishment of a functional symbiosis.
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B Pflanzenwurzeln interagieren standig mit
Mikroorganismen in einem der diversesten
Okosysteme - dem Boden. Dieser beherbergt
eine vielschichtige mikrobielle Gemeinschaft
aus Bakterien, Pilzen, Viren, Einzellern und
Nematoden. Die Bandbreite dieser Interakti-
onen reicht von Mutualismus - einer fiir bei-
de Partner vorteilhaften Symbiose — bis hin
zum Parasitismus, bei dem die Pflanze
geschadigt wird.

Bisher lag der Fokus vor allem auf patho-
genen Pilzen und deren Bekdmpfung, da sie
erhebliche Ernteverluste verursachen kon-
nen. Angesichts des Klimawandels und
zunehmender Fungizidresistenzen riickt

jedoch der Nutzen symbiotischer Pilze immer
starker in den Mittelpunkt. Diese konnten
neue Strategien zur Starkung der pflanzli-
chen Widerstandsfahigkeit erméglichen. Das
klassische Krankheitsdreieck beschreibt
die Interaktion zwischen einem Krankheits-
erreger, seinem Wirt und Umweltfaktoren,
welche die Infektion beeinflussen. Neue
Studien zeigen jedoch, dass komplexe
Mikrobiome - sowohl im menschlichen
Korper, beispielsweise in der Darmflora, als
auch in Pflanzenwurzeln - eine entscheiden-
de Rolle fiir den Ausgang jeder Wirt-Mikro-
ben-Interaktion spielen und aktiv vom Wirt
rekrutiert werden. Dabei treten haufig syn-
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ergistische Wechselwirkungen zwischen
taxonomischen Reichen (Interkingdom) auf,
bei denen Mikroben tiber spezialisierte Sig-
nalmechanismen kooperieren und gemein-
sam zur Abwehr und Anpassung des Wirts
beitragen [1]. Somit kdnnte das klassische
Krankheitsdreieck um eine weitere Dimen-
sion erweitert werden.

Serendipita indica - ein Modell fiir
vorteilhafte Pilze

Unsere Forschung konzentriert sich auf fila-
mentdse Pilze der Ordnung Sebacinales, die
global verbreitet sind und zahlreiche Pflan-
zenarten kolonisieren konnen [2]. Als Modell
dient Serendipita indica, ein Pilz, der axe-
nisch kultiviert und genetisch manipuliert
werden kann und sowohl Kulturpflanzen wie
Gerste als auch die Modellpflanze Arabidop-
sis thaliana besiedelt.

Die Besiedelung durch S. indica fordert das
Pflanzenwachstum, steigert die Ertrdge und
erhoht die Resistenz gegeniiber abiotischem
und biotischem Stress [3]. Der Pilz folgt
einem zweiphasigen Kolonisierungszyklus
(Abb. 1): Nach der Keimung der Chlamydo-
sporen auf der Wurzeloberflache durch-
wéchst der Pilz die Epidermis- und Kortex-
zellen der Wurzel, ohne jedoch das Leitgewe-
be zu besiedeln. Die Kolonisierung bleibt auf
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A Abb. 1: Kolonisierung einer Wurzel durch den Pilz Serendipita indica. Nach der Keimung der Sporen penetriert die Pilzhyphe (griin) die Epidermis der
Wurzel. Nach der intra- und interzellulédren Besiedlung der &uBeren Wurzelschichten I6st der Pilz den programmierten Zelltod einzelner Zellen aus. In
diesen abgestorbenen Zellen bildet S. indica neue Sporen und vollendet seinen Lebenszyklus.
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auBere Wurzelschichten beschrankt. In die-
ser ersten, biotrophen Phase sekretiert
S. indica eine Vielzahl an Effektormolekiilen,
die das pflanzliche Immunsystem modulie-
ren und so die Etablierung der Symbiose
ermoglichen. Die Integritdt der pflanzlichen
Zellmembranen bleibt erhalten.

Spiter erfolgt der Ubergang in die zweite
Kolonisierungsphase: Das Transkriptions-
profil des Pilzes verandert sich, es werden
vermehrt Hydrolasen und Nahrstofftranspor-
ter exprimiert. In stark besiedelten Zellen
kommt es schlieBlich zum programmierten
Zelltod. Wahrscheinlich wird der Wechsel
zwischen den Kolonisierungsphasen durch
Stickstoffmangel ausgelost und dient der
langfristigen Aufrechterhaltung der Symbio-
se und Bildung neuer Sporen [4]. Der pilzin-
duzierte Zelltod ist gekennzeichnet durch die
Fragmentierung des Zellkerns, eine Stress-
reaktion des endoplasmatischen Retikulums
(ER) und den Verlust der Integritét der Vaku-
olen- und Zellmembran [5]. Trotz des Abster-
bens einzelner Zellen bleibt die Gesamtfunk-
tion der Wurzel erhalten. Die positiven Effek-
te der Kolonisierung bleiben bestehen. Wiah-
rend einzelne molekulare Komponenten
dieses Zelltodmechanismus bereits identifi-
ziert wurden, blieben die ausléosenden Signa-
le und zentralen Ausfiihrungskomponenten
lange unklar — erst kiirzlich konnten hier
neue mechanistische Einblicke gewonnen
werden.

Induktion von Zelltod durch einen
Purinmetaboliten

Wihrend der Zelltodphase sekretiert S. indi-
ca zwei Effektorenzyme: die Nuklease NucA
und die Nukleotidase ESNT (Abb. 2, obere
Halfte). ESNT bewirkt in der biotrophen Pha-
se eine Reduktion der extrazellularen, immu-
nogen wirkenden ATP-Konzentration [6].
Neben Nukleotiden wie ATP katalysiert
E5SNT jedoch auch den Abbau von Desoxyri-
bonukleotiden.

Da S. indica-Hyphen und transgen expri-
miertes NucA hdufig in der Ndhe von pflanz-
lichen Zellkernen lokalisiert sind, behandel-
ten wir Pflanzen-DNA mit rekombinanten
NucA und E5NT und analysierten die Proben
anschlieBend massenspektrometrisch. Die
synergistische Anwendung beider pilzlichen
Effektoren flihrte zur Produktion von Des-
oxynukleosiden, wobei eine deutliche Prafe-
renz fir die Bildung von Desoxyadenosin
(dAdo) zu beobachten war.

Ein dhnlicher Mechanismus ist vom
humanpathogenen Bakterium Staphylococcus
aureus bekannt [7]. Dieses sekretiert sowohl
eine Nuklease als auch eine Nukleotidase,
um der durch neutrophile Immunzellen ver-
mittelten DNA-Falle, den Neutrophil Extracel-
lular Traps (NETs), zu entgehen. Dies fiihrt
zum Abbau der NETs und der Produktion
von dAdo, einem starken Induktor des pro-
grammierten Zelltods in Makrophagen.
Auch in Pflanzen 16st dAdo programmierten
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Zelltod aus, charakterisiert durch die Induk-
tion klassischer Zelltod-Markergene und
die Akkumulation von Stressmetaboliten
wie MEcPP aus dem Methylerythritolphos-
phat(MEP)-Weg (Abb. 2, untere Halfte).
Durch die Untersuchung von Mutanten ver-
schiedener Nukleosidtransporter auf ihre
dAdo-Sensitivitat konnten wir zeigen, dass
dAdo in das Zytoplasma transportiert wird.
In Arabidopsis-Wurzeln werden zwei equili-
brative Nukleosidtransporter (ENT) expri-
miert: ENT1, lokalisiert in der Vakuolen-
membran, und ENT3, das in der Zellmem-
bran vorkommt. Interessanterweise zeigt
nur die ent3-Mutante eine Resistenz gegen-
iiber dAdo, was darauf hinweist, dass dAdo
tiber ENT3 transportiert wird. ent3-Pflanzen
wiesen widhrend der Koloniserung mit
S. indica eine reduzierte Akkumulation von
Stressmetaboliten auf und entwickelten kei-
nen Zelltod. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass dAdo zentral am Wirtszelltod beteiligt
ist und verdeutlichen die evolutionare Kon-
servierung von Immunmanipulationsstrate-
gien {iber verschiedene biologische Reiche
hinweg.

Die Rolle des pflanzlichen Immun-
systems beim dAdo-induzierten
Zelltod

In tierischen Zellen regulieren Caspasen den
dAdo-induzierten Zelltod [8]. Da Pflanzen
jedoch weder Caspasen noch homologe Enzy-
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A Abb. 2: Serendipita indica induziert Zelltod in Wurzelzellen. Durch die Sekretion der Effektoren-
zyme NucA und E5NT wird extrazelluldare DNA (eDNA) abgebaut, wodurch dAdo ensteht. Nach
dem Transport ins Zytoplasma durch den equilibrativen Nukleosidtransporter ENT3 I6st dAdo die
Akkumulation von Stressmetaboliten wie MEcCPP aus, aktiviert die Expression von Zelltodmarker-
genen und induziert Zelltod. Dieser Prozess wird durch den TIR-NLR /S/ (induced by S. indica)
reguliert. Die Graphik basiert auf [12]. Erstellt mit BioRender. Dunken N (2025), https://BioRen-

der.com/t47g363.

me besitzen, untersuchten wir 6.800 A. tha-
liana-Mutanten auf ihre dAdo-Sensitivitat,
um pflanzliche Schliisselfaktoren zu identi-
fizieren.

Eine der wenigen resistenten Linien trug
eine Mutation in einem Gen, das fiir einen
bislang nicht charakterisierten Toll-Interleu-
kin-1(TIR)-Nukleotid-bindenden Leucin-rei-
chen Rezeptor (NLR) codiert. TIR-NLRs spie-
len eine Schliisselrolle bei der Erkennung
mikrobieller Effektoren und l6sen typischer-
weise eine Immunantwort aus, die oft mit
Zelltod einhergeht. Bisher wurden TIR-NLRs
jedoch fast ausschlieBlich in Bldttern charak-
terisiert.

Das untersuchte TIR-NLR-Gen wird wah-
rend der Kolonisierung durch S. indica in der
Zelltodphase verstarkt exprimiert und wurde
daher ISI (induced by S. indica) genannt. Ahn-
lich wie bei der dAdo-resistenten ent3-

Mutante erwarteten wir auch in der isi-
Mutante eine starke Reduktion des Zelltods
wihrend der Kolonisierung. Uberraschen-
derweise zeigte die isi-Mutante jedoch einen
vermehrten Zelltod - sogar in der Abwesen-
heit jeglicher Mikroben. Dies deutet darauf
hin, dass ISI nicht nur an der Ausfiihrung des
dAdo-induzierten Zelltods beteiligt ist, son-
dern auch eine hemmende Funktion bei einer
anderen Form des programmierten Zelltods
in Wurzeln iibernimmt. Die isi-Mutante weist
somit einen Autoimmunphénotyp auf.

Zusatzlich ergab eine Transkriptomanaly-
se von S. indica-kolonisierten A. thaliana-
Pflanzen, dass zahlreiche NLR-Gene in Wur-
zeln exprimiert und durch die Kolonisierung
mit symbiotischen Pilzen induziert werden.
Dies unterstreicht die Rolle von NLRs im
pflanzlichen Immunsystem, auch im Wurzel-
gewebe
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Zukunftsperspektive: Immunmeta-
bolismus als Schnittstelle zwischen
Effektoraktivitdt und Mikrobiom-
rekrutierung

Unsere Studien zeigen, dass Zelltod kein
exklusives Merkmal der Interaktion mit
Pathogenen ist. Auch bestimmte niitzliche
Ektomykorrhizapilze und Knollchenbakteri-
en induzieren Zelltod zur Etablierung ihrer
Symbiosen. Neben dAdo wurden in den letz-
ten Jahren weitere purinbasierte Infochemi-
kalien wie pRib-AMP als immunmodulatori-
sche Metabolite identifiziert, die durch die
enzymatische Aktivitat pflanzlicher TIR-
Doménen produziert werden [9, 10]. Da sie
biologischen Ursprungs sind und eine kurze
Halbwertszeit haben, bieten sie Potenzial fiir
nachhaltige Pflanzenschutzstrategien.

Trotz der zentralen Bedeutung pflanzlicher
NLRs fiir Immunprozesse wurde ihre Funk-
tion in Wurzeln bislang stark vernachlassigt.
Erste Hinweise deuten darauf hin, dass
Resistenzgene nicht nur die Abwehr von
Pathogenen in Bldttern, sondern auch die
Rekrutierung des Mikrobioms beeinflussen.
Beispielsweise vermittelt das Resistenzgen
Mildew Resistance Locus O (MLO) in Gerste
nicht nur Resistenz gegentiber Mehltau, son-
dern reguliert auch die Rekrutierung mutua-
listischer Pilze [11]. Dies legt nahe, dass eine
gesteigerte Resistenz im Blatt unbeabsichtigt
zu einer Schwéachung des Wurzelmikrobioms
fithren kann. Solche Erkenntnisse unterstrei-
chen die Notwendigkeit, Immunitdt und
Mikrobiominteraktionen organspezifisch zu
betrachten. Spross- und Wurzelgewebe
unterscheiden sich grundlegend in Struktur,
Expositionslage und mikrobieller Umgebung
- und damit auch in ihrer Immunarchitektur
und Regulation. Zukiinftige Arbeiten werden
daher untersuchen, wie effektorabhdngige
Infochemikalien nicht nur die pflanzliche
Immunantwort in unterschiedlichen Orga-
nen modulieren, sondern auch Interking-
dom-Synergien mit bakteriellen Mikrobiota-
partnern koordinieren — mit dem Ziel,
Mikrobiom-vermittelte Imnmunhomdostase zu
fordern und die Resilienz gegeniiber bioti-
schem Stress gezielt zu erhohen.

Insgesamt wird deutlich, dass Pathogene
und Symbionten teilweise dhnliche moleku-
lare Strategien nutzen, etwa zur Modulation
der Wirtsimmunitdt oder zum Gewebszu-
gang. Dennoch unterscheiden sie sich grund-
legend in ihren funktionellen Konsequenzen
und langfristigen Auswirkungen auf den
Wirt. Nur ein ganzheitliches, organspezifi-
sches Verstandnis von Pflanzen-Mikroben-
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Interaktionen kann neue Perspektiven fiir
die gezielte Forderung pflanzlicher Gesund-
heit erdffnen - insbesondere durch ein pra-
zises Management effektorvermittelter Sig-
nalnetzwerke und funktioneller Mikrobiota-
Allianzen. |
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