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Zusammenfassung

Die Symbiose zwischen Pilzen und Pflanzen ist weit verbreitet. Uber 95 % der Landpflanzen leben in einer
Mykorrhizasymbiose, und die Aufnahme von Mikronéhrstoffen, Phosphat und Stickstoff im Austausch gegen
Photosyntheseprodukte bestimmt die Funktion der Wurzel. Fiir Waldbdume ist die Ektomykorrhiza, vorrangig
mit Basidiomyceten, typisch. Die Signale, die dabei zwischen Wirt und Pilz ausgetauscht werden, sind immer
besser verstanden. So kénnen die Pilze — hier wurde der Bartige Ritterling 7Tricholoma vaccinum in Symbiose
mit der Fichte untersucht — Pflanzenhormone wie Indol-3-essigsdure produzieren und sie reagieren auch
selbst auf diese Substanz. Gleichzeitig werden volatile Substanzen gebildet, die beide Partner beeinflussen.

Durch Genom-, Transkriptom-, Proteom-, Volatilom- und Sekretomstudien konnten unterschiedliche Sub-
stanzklassen mit Wirkung auf die Etablierung der Mykorrhiza identifiziert werden. Eine der Proteinfamilien,
die an der Mykorrhizierung beteiligt ist, sind die Hydrophobine. Weiterhin werden Signalmolekdile von ande-
ren Pilzen oder Bakterien in der Umgebung der Mykorrhiza beschrieben, die die Ausbildung der Symbiose
beeinflussen kdnnen. So werden strigolactondhnliche Verbindungen aus der innerartlichen Kommunikation
von Zygomyceten im Waldboden genutzt, um die Freisetzung des Pflanzenhormons Indolessigsédure durch
den Pilz zu regulieren. Ein gréReres Bild der Mykorrhizasymbiose im Waldboden kann so zusammenfassend
erstellt werden.

Summary
Signaling molecules in the mycorrhizal symbiosis

The mutually beneficial symbiosis of mycorrhiza between plant roots and fungi is ubiquitous and facilitates
nutrient uptake of, e.g., phosphate and nitrogen, while the fungus receives photosynthesis products. In
woodlands, the ectomycorrhizal symbiosis — here we used Tricholoma vaccinum in symbiosis with spruce
— can influence mycorrhization by fungal production of plant hormones like indole-3-acetic acid. The fun-
gus also reacts to that compound with enhanced branching, which facilitates the formation of the typical
morphological features of ectomycorrhiza, the fungal mantle and the Hartig’ net. The fungus also produces
volatile organic compounds that affect both partners.

Genome, transcriptome, proteome, volatilome and secretome studies identified different classes of mol-
ecules that act on the formation of mycorrhiza. One of the protein families involved in mycorrhization is the
family of hydrophobins. In addition, further signaling molecules are provided from other fungi or bacteria in
the mycorrhizosphere, including strigolacton-like compounds that are formed during sexual reproduction in
zygomycetes in forest soil. These molecules can regulate excretion of the plant hormone indole acetic acid
by the fungus. Altogether, this allows a more comprehensive picture of mycorrhiza in forest soils.
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Einfiihrung

Der gro3te lebende Organismus auf der Erde ist
weder ein Wal noch ein Mammutbaum, sondern
ein Mikroorganismus: ein Pilz, der 2000 in Oregon
als Hexenring entdeckt worden ist (Smith et al.
1992). Das Mycel von Armillaria ostoyae (Dunkler
Hallimasch) erstreckt sich iber eine Flache von
fast 9 km?, sein Alter wird auf 2400 Jahre und
sein Gewicht auf ca. 600 Tonnen geschatzt.

Die oberirdischen, sichtbaren Fruchtkérper
von Pilzen dienen ausschlieBlich der sexuellen
Vermehrung, in ihnen werden die Basidiosporen
gebildet. Diese Basidiosporen keimen aus und
wachsen saprotroph im Boden. Sie kénnen ein
Mycel ausbilden — die Mycelfaden (Hyphen)
haben einen Durchmesser von 1-5 um; daher
gehoren Pilze zu den Mikroorganismen. Nur wenn
zwei solcher ausgekeimter haploider Mycelien
ihren richtigen Kreuzungspartner finden und
fusionieren, sind sie in der Lage, Fruchtkorper
zu bilden. Die bis zu 23000 verschiedenen »Ge-
schlechter« innerhalb einer Art werden dabei
durch Pheromone unterschieden. Nur durch
die sexuellen Sporen aus den Fruchtkorpern ist
eine Verbreitung vieler solcher Waldpilze Gber
die Reichweite ihres Mycels hinaus maoglich
(Freihorst et al. 2016).

Uber 90 % aller Landpflanzen sind mit Mykor-
rhizapilzen assoziiert (Smith & Read 2008). Dies
allein zeigt schon die Wichtigkeit der Symbiose
im naturlichen Lebensraum. Eine weitere Funk-
tion liegt in der Stabilisierung des Okosystems:
Durch das Pilzmycel werden verschiedene Pflan-
zen vernetzt und damit der Wasserbedarf und
die Nahrstoffversorgung ausgeglichen (Kothe et
al. 2013). Fossile Befunde weisen flr die Symbi-
ose der arbuskularen Mykorrhiza mit krautigen
Pflanzen auf ein Alter von Uber 460 Millionen
Jahren hin, sodass diese schon beim Landgang
der ersten Pflanzen eine Rolle gespielt hat (Simon
et al. 1993).

Im Folgenden sollen insbesondere die Ekto-
mykorrhizapilze betrachtet werden, die mit
verholzenden Pflanzen assoziiert sind. Diese
Gruppe zeigt eine hohe Wirtsspezifitat, sodass
sich molekulare Kommunikationsstrategien spe-
zifisch in einer Co-Evolution entwickelt haben
kénnen.
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Funktion der Mykorrhiza
und Wirtsspezifitat

Bei der Mykorrhiza handelt es sich um eine In-
teraktion zwischen einem Pilz und einer Pflanze.
Ich héatte den Beitrag, passend zum Standort
Jena, auch mit »Wahlverwandtschaften« Uber-
schreiben koénnen: Ein Birkenpilz (Leccinum
scabrum) wachst nur unter einer Birke, wie jeder
Pilzsammler weil3, und der Bartige Ritterling
(Tricholoma vaccinum, Abb. 1a), mit dem wir
arbeiten, wachst unter Fichten (Picea abies);
nur ganz selten ist ein Fruchtkérper unter einer
Kiefer (Pinus sylvestris) zu finden. Wir wissen,
dass die Baume relativ unselektiv sind und so-
zusagen jeden Mykorrhizapilz nehmen wirden,
aber die Pilze sind unterschiedlich wirtsspezifisch.
Wir haben 7. vaccinum als Untersuchungsobjekt
ausgesucht, weil er eine hohe Wirtsspezifitat
besitzt und sehr gut zwischen unterschiedlichen
Wirten unterscheiden kann.

In der Mykorrhiza kommunizieren der Pilzund
der Baum und wie in den »Wahlverwandtschaf-
ten« kédnnen andere Partner dazwischenkommen
oder ein Anderer stért die Kommunikation in der
Beziehung und beeinflusst sie so —in unserem Fall
waren dies die Pilze und Bakterien, die ebenfalls
in der Mykorrhizosphare vorkommen.

Im Folgenden betrachten wir Basidiomyceten
(Standerpilze), grol3e, hutbildende Pilze, die eine
Ektomykorrhiza mit Waldbdumen ausbilden.
Die Kurzwurzeln der Baume werden infiziert
(Abb. 1b), es bildet sich ein Hyphenmantel
(Abb. 1c), der auch Schutz vor Phytopathogenen
in der Umgebung bieten kann, aber insbeson-
dere wachst der Pilz zwischen die Zellen ein.
Im Extrazellularraum bildet er das so genannte
Hartig'sche Netz (Abb. 1c), an dem der Stoffaus-
tausch stattfindet.

In der Mykorrhiza findet eine Ubergabe
statt — Nahrstoffe werden vom Pilz an den
Baum Gbergeben und umgekehrt. Die Aufnahme
von Nahrstoffen wie z.B. Stickstoff, Phosphor,
Magnesium oder anderen Mikrondhrelementen,
Aminoséauren, aber auch Wasser findet aul3erhalb
der Mykorrhiza im Bodenmycel statt, die Weiter-
leitung erfolgt im Mycel (bei Tricholoma werden
dazu so genannte Rhizomorphen ausgebildet,
Abb. 1d) und die Abgabe im Hartig’schen Netz;
die aufgenommenen Nahrstoffe werden dannim
Baum weitertransportiert. Der vom Baum assi-
milierte Kohlenstoff wird dagegen dem Pilz zur



Verfligung gestellt. In der Pflanze ist Saccharose
die Transportform der Photosyntheseprodukte
zur Wurzel, sie wird zusammen mit der Invertase
ausgeschieden, sodass das Disaccharid in der
Zellwand der Pflanze gespalten werden kann. Der
Pilz ist dazu nichtin der Lage, sondern braucht die
Aktivitdt vom Baum, um Saccharose verwerten
zu kénnen. Aus dem Apoplasten erfolgt dann die
Aufnahme von Glucose und Fructose in den Pilz,
der durch diese energiereichen Stoffe an einer
anderen Stelle weiterwachsen kann.

In allen drei Gruppen der Gattung Tricholoma,
die sich durch ihre Hutkappenfarbe (braun, gelb
oder grau) gut voneinander unterscheiden las-
sen, gibt es kompatible, d. h. voll funktionsfahige
Assoziationen, vor allem mit Nadelbaumen. Uber
phylogenetische Analysen, verknipft mit Anga-
ben zur Wirtsspezifitat, konnten wir jedoch zei-
gen, dass der urspriingliche Wirt ein Laubbaum
war, die Buche (Fagus). Der Wechsel auf einen
Nadelbaum als Wirt hat somit mehrfach unab-
hangig stattgefunden. Im Fall von 7. vaccinum
ist der Hauptwirt die Fichte, wahrend seltener
auch die Kiefer als schwach kompatibler Wirt
dienen kann, d.h., eine Assoziation kann auch
mit der Kiefer erfolgen. In diesem Fall ist aber
das Hartig’sche Netz nur schwach ausgepragt
und es werden nur selten Fruchtkorper gebildet.

Vom Genom liber das Proteom
zum Sekretom

Als wir begonnen haben, an T. vaccinum zu
arbeiten, standen fiir den Vergleich und die
Genomannotation, d.h. die funktionelle Zuord-
nung der Gene, nur drei Genome von Ektomy-
korrhizapilzen zur Verfligung: von den beiden
Basidiomyceten Laccaria bicolor (Zweifarbiger
Lacktrichterling) und Paxillus involutus (Kahler
Krempling) und von dem Ascomyceten Tuber
melanosporum (Schwarze Truffel). Das war nicht
sehr ermutigend, da es sich bei allen drei um sehr
groBe Genome handelte. 7. melanosporum hat
mit 125 Mb (7500 Gene) ein sehr grol3es Genom
mit unglaublich vielen Transposons, mobilen ge-
netischen Elementen, und Verdopplungen, was
eine Genomannotation extrem schwierig macht.
Das Genom von L. bicolor ist mit 19000 Genen
relativ grof3 fir einen Basidiomyceten, aber mit
65 Mb etwas besser zu handhaben. P. involutus
schlielich hat mit 23 Mb und 7700 Genen das
kleinste Genom der drei Pilze. Die Sequenzierung
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Abb. 1. Tricholoma vaccinum (Bartiger Ritterling):
a, Fruchtkérper, b, mykorrhizierte Kurzwurzel,
¢, Querschnitt durch eine Wurzel mit Hyphenmantel
(M) und Hartig’schem Netz (H), d, Co-Kultur mit
Fichte und mykorrhizierten Kurzwurzeln sowie
Rhizomorphen (R); das Insert zeigt Rhizomorphen
in einer Reinkultur ohne Baumpartner. — Fotos:
a, H. Krisp, CC-BY 3.0; b-d, Katrin Krause.

von T. vaccinum ergab 44192576 bp (44 Mb)
und 11981 annotierte Gene. Wenn wir die Kom-
munikation untersuchen wollen, interessieren
uns einerseits volatile Substanzen, die vom Pilz
produziert werden, andererseits die von ihm
sekretierten Proteine. Als sekretiert wurden
1714 Proteine vorhergesagt, d.h. ca. 10 % der

Tab. 1. Anzahl der im Sekretom identifizierten Pro-
teine aus Tricholoma vaccinum und ihre funktionelle
Zuordnung.

Anzahl der Funktionelle Zuordnung bzw. Struktur
Proteine

8 Saprophytische Lebensweise,
Energiestoffwechsel

5 Zellwandabbau

2 Detoxifizierung

1 Funktion noch unbekannt

3 Keine bekannten Proteindoménen
vorhanden

6 Keine vorhergesagte extrazellulare

Lokalisierung
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Abb. 2. Komponenten des Volatiloms von 7richolo-
ma vaccinum.

genomischen Proteine (Wagner et al. 2015). Da-
runter sind jedoch nur 297 Proteine (1,7 % der
genomischen Proteine) mit einer extrazellularen
Lokalisierung.

Darauf aufbauend haben wir Proteomunter-
suchungen durchgefiihrt. Mithilfe einer 2D-
Gelelektrophorese haben wir 26 dieser sekretier-
ten Proteine identifizieren kdnnen, wobei eines
mit zwei unterschiedlichen Proteinmodifizierun-
gen auftrat (Tab. 1). Sieben dieser 25 Proteine
sind durch Fichtenwurzelexsudate induzierbar,
d.h., die Interaktion in der Mykorrhiza hat einen
groRen Einfluss auf die Genregulierung innerhalb
des Pilzes. Induziert werden z.B. eine Zinkpep-
tidase und die Malatdehydrogenase, reprimiert
werden zellwandabbauende Enzyme wie eine
exo-B-1,3-Glucanase und die Glykosid-Dehydra-
tase. Zusatzlich gab es neun Hydrophobingene
(s.u.), die offensichtlich ebenfalls differenziell
reguliert werden.

Wir haben auch das Volatilom von 7. vacci-
num in Reinkultur untersucht, also das, was als
»Pilzduft« wahrnehmbar ist (Abb. 2). Darunter
finden sich Substanzen, die fir Pilze untblich
sind, z.B. Geosmin, das eigentlich aus dem Ge-
ruch von Erde bekannt ist und das von Bakterien
der Gattung Streptomyces produziert wird.

Hydrophobinexpression im Pilz

Dass Hydrophobine von Pilzen gebildet und
exkretiert werden, ist schon langer bekannt
(Wessels et al. 1991). Es handelt sich um amphi-
pathische Proteine, die zunachst als exkretiertes
Monomer 18slich sind, sich aber, sobald sie
an eine Grenzflache zwischen hydrophob und
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hydrophil kommen, in eine aggregierte Mono-
layer umformen, welche die Hyphen umkleidet
und es ihnen z.B. ermoglicht, in einer Petrischale
aus dem Wasser heraus in die Luft zu wachsen.
Es ist auch bekannt, dass Hydrophobine z.B. fur
die Anheftung eines pathogenen Pilzes auf einer
Kutikula einer Wirtspflanze notwendig sind.

Was haben Hydrophobine mit Mykorrhiza
zu tun? Eigentlich sollte die Ausbildung einer
solchen Lage den Nahrstoffaustausch behindern,
d.h., die Hydrophobine haben vermutlich in der
Mykorrhiza noch eine andere wichtige Funktion.
Um dieser Frage nachzugehen, hatten wir die
Mdéglichkeit, Antikérper gegen das Hydrophobin
eines anderen Pilzes zu benutzen. Es zeigte sich,
dass Hydrophobin bei der Mykorrhizierung von
T. terreum (Gemeiner Erd-Ritterling) mit Kiefer als
seinem Hauptwirt tatsédchlich im Hyphenmantel
rund um die Wurzel gebildet wird, aber auch
im Hartig’schen Netz, wo der Stoffaustausch
stattfindet (Abb. 3a; Mankel et al. 2002). In einer
Interaktion mit Fichte, die bei 7. terreum nur als
schwach kompatibler Wirt auftritt, finden wir
die Expression dagegen nur im Hyphenmantel
(Abb. 3b). Das heil3t, dass die Hydrophobinex-
pression eher positiv fir die Mykorrhizierung
wirkt. In der Tat kénnen Hydrophobine Hyphen
verkleben. Wenn ein so dichtes Netzwerk von Hy-
phen benétigt wird, damit die Interaktionsflache
zwischen dem Baum und dem Pilz ausgebildet
werden kann, so missen die Hyphen aneinan-
derkleben. Dies kann auch dadurch vermittelt
werden, dass sich zwei hydrophobe Seiten
aneinanderlagern und die hydrophilen Seiten
jeweils zu den beiden Pilzzellen hin orientiert
sind.

Die Uberlegung wird unterstitzt durch Mo-
dellierung. Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten
fur die Strukturen, die Hydrophobine ausbilden
kénnen. Die am besten bekannte ist die Form klei-
ner Nano-Réhrchen, Rodlet-Layer genannt, die
die Hyphenoberflache wasserabweisend macht
und, wie oben beschrieben, das Einwachsen in
Luft ermdglicht. Im Falle der Mykorrhiza werden
aber zwei andere Formen vorhergesagt, die Hy-
drophobinmolekile ebenfalls ausbilden kénnen
(Sammer 2016). Diese beiden vorhergesagten
Strukturen sind bisher nicht experimentell gezeigt
worden. Da aber fiir die Hyphenaggregation in
der Mykorrhiza eine leicht abgewandelte Funk-
tion notwendig ware, sind diese beiden anderen
Formen in ihrer Funktion sicher interessant.
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schwach kompatibler Wirt

Abb. 3. Hydrophobine im Wurzelquerschnitt der Mykorrhiza von Pinus sylvestris (kompatibler Wirt, a) und
Picea abies (schwach kompatibler Wirt, b) mit 7richoloma terreum nach Immunfluoreszenzfarbung mit
rhodaminmarkierten anti-Hydrophobin-Antikérpern. Die Expression im Mantel (M) und Hartig’schen Netz (H)
ist in den beiden Bdumen unterschiedlich. — Nach Mankel et al. (2002).

Die Antwort auf den kompatiblen Baum, die
durch die Expression gezeigt wurde, ist ein erster
Hinweis auf eine solche mdgliche, neue Funkti-
on, die dazu beitragt, die verklebten Hyphen im
Hartig’schen Netz auszubilden.

Hydrophobine als Reaktion
auf Signale vom Baum zum Pilz

Welche Signale des Baumes induzieren nun die
Bildung der verschiedenen Hydrophobine? Der
Pilz in Reinkultur bildet einige der neun Hydro-
phobine, andere nicht. In der Mykorrhiza ist ein
bestimmtes Hydrophobin hochreguliert; wird der
allein lebende Pilz jedoch mit dem Volatilom des
Baumes stimuliert, wird ein neues Hydrophobin
deutlich friher gebildet. Bei der Zugabe von
Wurzelexsudaten, also I6slichen, nicht volatilen
Stoffen, werden wieder andere Hydrophobine
induziert. Und im Fruchtkorper sind wieder an-
dere Hydrophobine nachweisbar. Eine Ubersicht
Uber die verschiedenen Hydrophobine, die durch
T. vaccinum gebildet werden, lasst sich damit
unterschiedlichen Signale des Baumes zuordnen
(Abb. 4). Volatile oder Wurzelexsudate induzieren
also unterschiedliche Hydrophobine im Pilz. Um
ihre unterschiedliche Funktion aufzuklaren, muiss-
ten wir eines der wirtsspezifischen Hydrophobine
— z.B. Hydrophobin-5, das durch Zugabe von
Wurzelexsudat induziert wird — ektopisch, d.h.
aulRerhalb seines normalen Expressionsortes
im Genom, Uberexprimieren. Dazu brauchen

wir ein Transformationssystem, was bei den
Ektomykorrhizapilzen aufgrund ihres langsamen
Wachstums relativ schwierig zu etablieren ist.
Mittlerweile kénnen wir jedoch T. vaccinum
mithilfe von Agrobacterium tumefaciens trans-
formieren (Asiimwe et al. 2012).

Sehr viele essbare Pilze wachsen wirtsspe-
zifisch unter bestimmten Baumen; nur dann
kénnen sie Fruchtkérper bilden und sich ge-
schlechtlich fortpflanzen. Andererseits kdnnen
wir Ektomykorrhiza-Speisepilze nicht kultivieren,
weil wir die Wirtssignale nicht kennen. Wiirden
wir das Wirtssignal kennen, kénnten wir z.B.
Steinpilze wie Champignons in Kultur produ-
zieren. Immerhin kénnen wir nun nach Stoffen
suchen, die die Genexpression von Hydropho-
binen induzieren.

Aldehyddehydrogenasen
bilden Signale vom Pilz zum Baum

Die Signale vom Pilz zum Baum haben wir mithilfe
differenzieller Genexpression getestet.

In der Mykorrhiza werden im Pilz verschiede-
ne Aldehyddehydrogenasen induziert. Das klingt
zunéchst wenig spektakuldr, man denke an den
Abbau des toxischen Acetaldehyds zu Acetat im
Zuge des Ethanolabbaus als »normale« Aktivi-
tat der ALDH. Tatsachlich konnten wir zeigen,
dass transformierte Pilzstdmme eine erhéhte
Ethanoltoleranz besitzen gegeniiber dem nicht
transformierten Pilz (Asiimwe et al. 2012).
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Abb. 4. Schematischer Uberblick der neun Hydrophobine von Tricholoma vaccinum, die durch unterschied-
liche Signale von auRen oder vom Wirtsbaum induziert werden. — Nach Sammer (2016).

Dieselbe Enzymklasse ist aber auch flir den
Abbau toxischer Stoffwechselprodukte zustan-
dig, die sich z.B. unter Wasserstress bilden.
Wenn in dem gesamten Areal, das durch das
Hyphenmycel vernetzt ist, ein Baum trocken und
ein anderer, entfernter stehender Baum nass
steht, kann der Wasserstress durch das Mycel
ausgeglichen werden, ebenso wie beispielsweise
Nahrstoffmangel. Im Fall von Wasserstress flihrt
dies dazu, dass das Waldodkosystem deutlich
stabiler ist, solange Mykorrhizapilze vorhanden

Tryptophan

l I Ho
| d0|-3-pyruvat

|

Indol-3-acetaldehyd

(@]

l Aldehyddehydrogenase

N H
Indol-3-essigséure ©

N\

N
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Abb. 5. Indol-3-essigsaure: Strukturformel und Bio-
syntheseweg in Tricholoma vaccinum.
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sind. Als vor etlichen Jahren Kalkungen gegen die
Auswirkungen des sauren Regens durchgefihrt
worden waren, gab es negative Effekte, da das
Kalken, d.h. das Andern des Boden-pH-Wertes,
zuallererst die Mykorrhizapilze betroffen hatte.
Der Waldschaden war dadurch erst einmal 30 %
groRer als vorher (Lundstréom et al. 2003, Qian
et al. 1998).

Wir haben nun nach weiteren Funktionen fur
Aldehyddehydrogenasen gesucht. Tatsachlich
haben wir gefunden, dass eines dieser Enzyme
an der Produktion des Pflanzenhormons Indol-
3-essigsaure beteiligt ist. Der Biosyntheseweg
von Indol-3-essigsaure im Pilz konnte aufgeklart
werden und wir konnten zeigen, dass diese aus
der Aminosaure Tryptophan Uber verschiedene
Intermediate mit einem Schritt, der eine Alde-
hyddehydrogenase bendétigt (Abb. 5), gebildet
wird (Krause et al. 2015).

Warum bildet 7. vaccinum in Reinkultur ein
Pflanzenhormon? Hat Indol-3-essigsdure einen
Einfluss auf den Pilz selbst? Tatséchlich reagiert
T. vaccinum mit der Expression von Ald1 auf
Indol-3-pyruvat und Indol-3-acetaldehyd, die
Zwischenprodukte in der Indol-3-essigsaure-
Produktion. Dies bestéatigt, dass es sich um ein
in der Biosynthese beteiligtes und durch die Zwi-
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Uberexpression in zwei Transformanten

Abb. 6. Effekt der Uberexpression einer Aldehyddehydrogenase auf die Mykorrhiza bei Tricholoma vaccinum;

GroRenbalken: 10 pm. — Nach Henke (2015).

schenprodukte induziertes Gen in 7. vaccinum
handelt. Noch interessanter ist jedoch, dass bei
externer Zugabe von Indol-3-essigsaure oder ih-
rer Biosynthese-Zwischenprodukte die Zellldnge
im Pilz steigt und mehr Verzweigungen gebildet
werden (Krause et al. 2015). Um ein moglichst
enges Hartig'sches Netz zu bilden, miissen sich
die Hyphen des Mykorrhizapilzes stark verzwei-
gen und miteinander verklebt werden (s.o.:
Hydrophobine). Der Pilz reagiert in der Tat auf
ein Pflanzenhormon mit einem verénderten Ver-
zweigungsmuster. Als Kontrollexperiment haben
wir saprophytische Pilze getestet. Sie zeigen
im Gegensatz zum Mykorrhizapilz 7. vaccinum
keine Reaktion auf extern zugegebene Indol-
3-essigsaure.

An Transformanten von T. vaccinum konnten
wir dariiber hinaus zeigen, dass eine Uberex-
pression einer Aldehyddehydrogenase zu einem
dickerem Hyphenmantel und einem deutlich
breiteren Hartig’schen Netz in der Mykorrhiza
fuhrt (Abb. 6). Die tiberexprimierenden Mutanten
sind ein Overkill, d. h., die Pflanzenzellen werden
durch die dazwischen wachsenden Pilzzellen weit
voneinander weggedrickt, was sicher nicht sehr
funktionell ist. Es bestatigt aber die verbesserte
Verzweigung und das starkere Wachstum im
Apoplasen, die als Funktion in der Mykorrhiza
gefordert werden miissen.

Wenn Indol-3-essigsaure auf den Baum wir-
ken soll, muss sie auch ausgeschieden werden,
d.h., sie muss Uber einen Transporter aus dem
Pilz heraus transportiert werden. Tatsachlich
konnten wir einen entsprechenden Transporter
finden, Mte1, aus der groBen Familie der MATE-
Transporter (multidrug and toxic compound

extrusion) (Schlunk et al. 2015). Wird Mte1 in
Hefe exprimiert, wachst diese deutlich besser auf
Indol-3-essigsaure als die untransformierte Hefe
bzw. eine mit dem leeren Vektor transformierte
Hefe.

Einfluss der
Rhizospharen-Gemeinschaft

Welche anderen Organismen aus der Umge-
bung der mykorrhizierten Wurzel haben einen
Einfluss auf die Mykorrhiza mit 7. vaccinum?
Um diese Frage zu beantworten, haben wir
eine Biodiversitatsanalyse des Bodens in der
Mykorrhizosphare durchgefihrt und dazu den
Fundort genutzt, an dem wir in der Nahe von
Jena 7. vaccinum gefunden hatten. Erwartungs-

Tab. 2. In der Mykorrhizosphére (Waldboden bei
Jena) nachgewiesene Bakteriengruppen (OTUs:
operational taxonomic units).

Bakteriengruppe OTUs relativer Anteil
(%)
Firmicutes 102 7
Actinobacteria 668 44
a-Proteobacteria 454 30
B-Proteobacteria 135 9
v-Proteobacteria 57 4
d-Proteobacteria 17 1
Bacteroidetes 75 5
Nitrospirae 1 0
Andere 8 1
1517 100

99



Die Sprache der Molekiile

D’orenon

A NP

IAA

| -

gemald wird die Mykorrhizosphéare von Bakterien
dominiert (1517 OTUs, operational taxonomic
units), daneben kommen wenige Archaeen (10
OTUs) und einige Pilze (53 OTUs) vor. Bei den
Bakterien sind die Actinobakterien (Tab. 2) die
dominante Gruppe, was bei einem Waldboden
nicht erstaunlich ist.

Um den Einfluss von T. vaccinum auf diese
bakterielle Gemeinschaft zu untersuchen, haben
wir Boden mit dem Pilz inkubiert. Stammt der
Boden aus der Mykorrhizosphére mit toten Bau-
men, so enthalt er durch den toten Baumsémling
etwas mehr Nahrstoffe und dann auch etwas
mehr Bakterien als ein Boden unter lebenden
Baumen. Dagegen zeigte das Beimpfen mit dem
Zygomyceten Mucor mucedo, der kein Lignin
abbauen kann, keine Wirkung. Mit 7. vaccinum
dagegen steigt die Bakterienzahl in der Mykor-
rhizosphare mit toten Baumen stark an. Das
bedeutet, dass der tote Baum von dem auch
saprophytisch lebensfahigen Pilz 7. vaccinum
abgebaut werden kann und damit der mikro-
biellen Gemeinschaft viel mehr Nahrstoffe im
Lebensraum zur Verfligung stehen. Dies fihrt zu
einer deutlichen Vermehrung der Bakterien im
Vergleich zu Boden aus der Mykorrhizosphére
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Abb. 7. Strukturformel von D’orenon und schematisches Modell zum Einfluss von D’orenon auf Tricholoma
vaccinum. Erlauterungen siehe Text. — Nach Wagner (2016).

mit einem lebenden Baum. Diesen frisst der Pilz
offenbar nicht an und stellt damit keine zusatzli-
chen Nahrstoffe flir Bakterien zur Verfligung.

Das Signalmolekiil D’orenon

Auf der Suche nach Signalmolekilen in dieser
Rhizosphéaren-Lebensgemeinschaft haben wir
zunachst nach so genannten Mykorrhiza-Helfer-
Bakterien gesucht, d.h. nach Bakterien, die die
Mykorrhizierung unterstiitzen. Tatsachlich konn-
ten wir bei den bakteriellen Isolaten eine ganze
Reihe solcher mit Eigenschaften finden, die das
Pflanzenwachstum férdern, u.a. mit der Fahigkeit
zur Produktion von Siderophoren zur besseren
Eisenversorgung, zur Stickstofffixierung, zur
Mobilisierung von Phosphat, zur Produktion
von Antibiotika und zur Produktion von Indol-
3-essigsaure mit oder ohne Tryptophan. Neben
den bakteriellen Isolaten waren Zygomyceten
eine der Hauptgruppen, die wir isolieren konnten.
Zygomyceten — zu ihnen gehort z. B. der Gemei-
ne Brotschimmel (Rhizopus stolonifer) — sind
eigentlich am Abbau von organischer Substanz
beteiligt. Sie sind daflir bekannt, dass sie im
Laufe ihrer geschlechtlichen Vermehrung ein



Morphogen, die Trisporsaure, produzieren, das
die Bildung von Zygosporen einleitet.

Allgemein sind Trisporoide also morpho-
genetische Substanzen in der Kreuzung der
Zygomyceten. Ein Zwischenprodukt der Trispo-
roidbiosynthese wurde in der Arbeitsgruppe
von Prof. Boland am Max-Planck-Institut flr
Chemische Okologie in Jena synthetisiert. Dieses,
D’orenon genannte Zwischenprodukt (Abb. 7)
entsteht aus der Spaltung von Carotin auf dem
Weg zu Trisporoiden.

Wir konnten nun zeigen, dass D’orenon tat-
sachlich einen Einfluss auf die Mykorrhiza hat. Es
verstarkt bei 7. vaccinum u.a. die Verzweigung
der Hyphen, die Zahl an Mitochondrien an der
Hyphenspitze und die Menge an sekretierter
Indol-3-essigsaure. Ein Modell zur Wirkung von
D’orenon (Abb. 7) zeigt die bereits oben bespro-
chene Bildung von Indol-3-essigsaure durch den
Mpykorrhizapilz 7. vaccinum. Dieses Pflanzenhor-
mon wird exkretiert. Gelangt nun D’orenon zu
einem noch unbekannten Rezeptor auf oder in
der Zelle, verstarkt es die Transkription und Pro-
duktion der flir die Mykorrhiza induzierten Alde-
hyddehydrogenase. Diese verstérkte Expression
wiederum fuhrt zu einer verstarkten Produktion
und Exkretion von Indol-3-essigsaure. Es gibt
also tatsachlich einen Einfluss der Rhizospharen-
Lebensgemeinschaft auf die Mykorrhiza: Der
Zygomycet erhéht die Indolessigsdureproduktion
und damit die Fahigkeit des Mykorrhizapilzes, mit
dem Baum zu interagieren und eine Mykorrhiza
zu bilden.

Dariber hinaus konnten wir zeigen, dass
D’orenon die Zelllange der Wurzelrindenzellen,
den Durchmesser der Wurzel und der Wur-
zelspitze sowie die Dicke des Hyphenmantels
erhoht. Das heil3t, D'orenon aus Zygomyceten
hat einen Einfluss auf den Pilz, der dadurch
besser mykorrhizieren kann. Gleichzeitig wirkt es
auf den Baum, der mehr Kurzwurzeln bildet, die
mykorrhiziert werden kénnen. Fir die Mykorrhiza
folgt daraus insgesamt die Bildung eines dickeren
Hyphenmantels (Wagner et al. 2016).

Pflanzenhormone
in der Mykorrhizosphare

Indol-3-essigsaure ist nicht das einzige Pflanzen-
hormon, das von Tricholoma gebildet werden
kann und das in dem Habitat der Mykorrhizo-
sphare vorkommt. Neben Indol-3-essigsaure

Signalmolekiile in der Mykorrhizasymbiose

konnten wir die Produktion von Jasmonat,
Ethylen, Abscisinsaure und Salicylséure in 7. vac-
cinum nachweisen, fir Gibberellin konnten wir
das Biosynthesegen zeigen (Wagner 2016).
Interessanterweise werden keine Cytokinine (als
Gegenspieler der Abscisinsédure) gebildet. Weiter
wurde eine funktionelle Verwandtschaft zwischen
D’orenon und Strigolactonen gezeigt; weitere
Pflanzenhormone kénnen von den Bakterien
und Pilzen in der Mykorrhizosphére produziert
werden. Damit kénnen wir insgesamt sagen,
dass ein Einfluss einer ganzen Reihe von Pflan-
zenhormonen aus der Mykorrhizosphére auf die
Mykorrhizierung moglich ist und sich damit die
Interaktion des Pilzes mit dem Baum verbessert.

Fazit

Zusammenfassend lasst sich fir das System
aus Tricholoma vaccinum, Picea abies und My-
korrhizosphére festhalten, dass Phytohormone
im Mykorrhizosphérenhabitat vorhanden sind
und flr den Signalaustausch und die Symbiose
wichtig zu sein scheinen. 7. vaccinum produziert
viele Signale, die den Baum beeinflussen: Phyto-
hormone, volatile Substanzen und verschiedene
sekretierte Proteine (u.a. Effektoren und zel-
lulolytische Enzyme), die die Mykorrhizierung
steuern kénnen. Der Baum dagegen bildet Signal-
molekile, die spezifische Hydrophobingene
induzieren und damit moglicherweise ein Beispiel
fir die Erkennung spezifischer Pflanzensignale
darstellen, die fur die Wirtsspezifitat und fir die
Fruchtkoérperbildung des Pilzes wichtig sind.
Rhizospharenpilze kénnen morphogenetische
Substanzen wie D’orenon produzieren und damit
die Symbiosepartner der Ektomykorrhiza (u.a.
durch den Indolessigsaure-Flux) und andere
Signale beeinflussen. D'orenon zeigt strigolacton-
ahnliche Eigenschaften und kann als Signal zwi-
schen dem Pilz- und dem Pflanzenreich wirken.
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Diskussion

E. Grill: IstD’orenon wirklich ein Morphogen, das
tatsachlich die Anzahl der Verzweigungen und
die Zelllange verandert? Kénnte es nicht sein,
dass es nur eine Vorstufe ist, die hier eingreift?

E. Kothe: Ein Morphogen ist es innerhalb der
Zygomyceten. Dort wird durch D’orenon, re-
spektive durch Trisporoide, die Bildung von
verschlungenen Strukturen ausgel6st, aus denen
sich die Zygosporen entwickeln. Fiir die Ektomy-
korrhizapilze kdnnen wir in der Tat nicht sagen,
ob D’orenon direkt als Morphogen wirkt.

M. Miiller: Inwieweit sind die gezeigten Beob-
achtungen von der Nahrkraft und den Wasserver-
héltnissen des forstlichen Standortes abhangig?
In der Umgebung von Jena haben wir vor allem
Muschelkalk und es gibt dort keine natlrlichen
Fichtenwalder. Um Fichte am naturlichen Stand-
ort zu beproben, hatten Sie eher in die Kammla-
gendes Thiringer Waldes gehen miissen. Haben
Sie solche Vergleiche durchgefiihrt?

E. Kothe: Die vorgestellten Ergebnisse zur
Mykorrhizosphére stammen tatsachlich nur aus
dem Boden im Minchenrodaer Forst auf Mu-
schelkalk. Wir haben auch Untersuchungen im
Tharinger Wald durchgeflihrt, die aber noch nicht
abgeschlossen sind. Aber das Prinzip greift auch
dort — genauso wie in den Laborexperimenten.

Diskussion

A. Mithofer: Strigolacton istauch als »branching
factor« fiir Pilze beschrieben worden. Kann
man die Daten dahingehend interpretieren,
dass Strigolactone auch den Gehalt von Indol-
3-essigsaure in den Pilzen erhdhen? Dass also
letztlich alles von Indolessigsédure induziert ist
und die Strigolactone bzw. das D’orenon dabei
nur eine vermittelnde Rolle spielen?

E. Kothe: Das ist eine schwierige Frage. Denn
auch Indolessigsdure erhéht ja den Verzwei-
gungsgrad im Pilz. Die angesprochene Wirkung
als »branching factor« wurde bisher nur fiir die
arbuskulare Mykorrhiza (AM) gezeigt und nicht
flr Ektomykorrhizapilze, sodass es einen Unter-
schied geben kdnnte.

J. Ruther: Die Pilze, die ich als Lebensmittel-
chemiker kenne, haben eine eigene Invertase
und kénnen sehr gut mit Saccharose umgehen.
Ist die Invertase irgendwann in der Entwicklung
verlorengegangen?

E. Kothe: Die Idee ist tatsachlich, dass es sich

um eine Anpassung an die Symbiose mit der
Pflanze handelt.
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