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Pathogen-Pflanze-Interaktionen

Kommunizieren statt Vergiften — neue
Strategien fur den Pflanzenschutz

PETER NICK
ABTEILUNG MOLEKULARE ZELLBIOLOGIE, BOTANISCHES INSTITUT,
KARLSRUHER INSTITUT FUR TECHNOLOGIE

Agriculture needs plant protection. However, the classic approach,
using compounds that are less toxic to the crop plant, but damage fun-
gal pathogens or weedy competitors is progressively reaching a dead-
end. We propose a paradigm shift by considering agrobiology from the
viewpoint of communication theory. Interactions between different life
forms are steered by a complex and specific chemical communication.
For this purpose, we present some strategies with examples in this
article.
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B Auch wenn das in der offentlichen Dis- le jedoch erst einmal dingfest machen, was
kussion gerne ausgeblendet wird, ist Land- auf zwei Schwierigkeiten stoBt:

wirtschaft ohne Pflanzenschutz nicht még- 1. Chemische Signale werden nicht dauer-
lich - es sei denn, man akzeptiert Lebensmit- haft freigesetzt, sondern abhangig von
telpreise, die um ein Vielfaches hoher liegen einem spezifischen Kontext, der in der
als heute. Die sinkende gesellschaftliche Mehrzahl der Fille unbekannt ist.
Akzeptanz, die sinkende Zahl von noch zuge- 2. Chemische Signale sind keine Massen-
lassenen Leitstrukturen und die schnelle molekiile, sondern werden in kleinsten
Entstehung von Resistenzen bringen den Mengen erzeugt.

chemischen Pflanzenschutz jedoch zuneh-
mend an seine Grenzen. Dies wird sich infol-
ge des Klimawandels noch weiter verschar-
fen.

Neue Ideen aus der
Kommunikationstheorie

Es sind also neue Ideen und Konzepte
gefragt, die liber das differenzielle Vergiften
hinausgehen. Leben basiert auf Signalen. Ein
Signal kann durch jeden Prozess oder jedes
Molekiil erzeugt werden, sobald Information
iibertragen wird. Wie von Karl Biihler in sei-
ner Organon Theorie (1934) ausgefiihrt,
hédngt Information stark vom Kontext zwi-
schen Sender und Empfanger ab. Hierbei
entsteht die Spezifitit. Ein und dasselbe
Ereignis oder Molekiil kann unterschiedliche
,Bedeutung® tibertragen, wenn sich der Kon-
text verandert. Wenn man die Kommunika-
tion zwischen Organismen verdndert, kann
man also viele unerwiinschte Nebenwirkun-
gen vermeiden. Dazu muss man diese Signa-
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Um diese Herausforderungen anzugehen,
sind neue Strategien notig, die tiber die Gren-
zen der Lebenswissenschaften hinausgehen
und Expertise und Technologien aus Chemie,

Biologie und Mikrosystem-Technologie ver-
binden. Hierbei interessierten wir uns fiir
Signale aus Pilzen, die pflanzliche Immunitat
aktivieren oder abwandeln konnen (Typ 1,
Abb. 1A) und fiir Signale aus Pflanzen, die
pflanzliches Wachstum modulieren konnen
(Typ 2, Abb. 1B).

Typ 1 kann fiir 6kologisch unbedenkliche
Alternativen zu derzeitigen Fungiziden die-
nen, Typ 2 kann genutzt werden, um 6kolo-
gisch unbedenkliche Wachstumsregulatoren
oder Bioherbizide zu entwickeln.

Mikrofluidik als neuer Weg,
um chemische Kommunikation zu
untersuchen

Um solche chemischen Signale auffangen zu
konnen, entwickelten wir einen modularen
Mikrochip im Rahmen des interdisziplina-
ren, von Interreg Oberrhein geférderten Ver-
bundprojekts ,,Chemischer Dialog als Protek-
tive Technologie im nachhaltigen Pflanzen-
schutz“ (DialogProTec, www.dialogprotec.
eu). Dazu werden die pflanzlichen Testzellen
in einer Kammer kultiviert, die iiber eine fiir
Néhrstoffe und Signale (aber nicht fiir die
Pflanzenzellen selbst) durchldssige Memb-
ran in einen mikrofluidischen Fluss integ-
riert ist (Abb. 2A). Stromauf kann man dann
in einer zweiten Kammer weitere Zellen kul-

A Abb. 1: Nutzung von Signalen aus Pilzen und Pflanzen fiir den nachhaltigen Pflanzenschutz.

A, Signale aus Pilzen kénnen dafiir genutzt werden, die Immunitat von Kulturpflanzen zu stimulie-
ren, sodass sie sich gegen Krankheitserreger besser zur Wehr setzen kénnen. B, Allelopathische
Signale aus Pflanzen kénnen dafiir genutzt werden, Unkrauter zu unterdriicken und so Kultur-

pflanzen vor Konkurrenz zu schiitzen.
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A Abb. 2: Entwicklung eines mikrofluidischen Systemen, um chemische Kommunikation zwischen Pilzen und Pflanzen untersuchen zu kénnen.

A, Design eines mikrofluidischen Bioreaktors (MBR) fiir Pflanzenzellen mit einer Kultivierungskammer, in der sich die Pflanzenzellen befinden und einer
Versorgungskammer, die in den mikrofluidischen Strom integriert ist. Beide Kammern sind durch eine porése Membran getrennt, die zwar den Stoff-
fluss erlaubt, aber nicht den Ubertritt der Zellen aus der Kultivations- in die Versorgungskammer. B, modulare Anordnung von MBRs fiir Pflanzen- und
Pilzzellen, um die chemische Kommunikation technisch nachstellen zu kénnen. C, Design eines Wurzelchips, mit dem die Wirkung von Testsubstanzen
(etwa Wirkstoffen, die aus Pilzen oder Pflanzen gewonnen wurden) auf das Wurzelwachstum der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (Ackerschmal-
wand) gemessen und mikroskopisch beobachtet werden kann. Quelle: DialogProTec (www.dialogprotec.eu).

tivieren, die moglicherweise ihr Signal in den
mikrofluidischen Strom abgeben. So konnen
Zellen auf chemischem Wege miteinander
kommunizieren, ohne jedoch in physischem
Kontakt zu stehen. Durch gewisse Anpassun-
gen der Membran ist es auch moglich, Pilze
in diesem Chip zu kultivieren und so den
chemischen Dialog zwischen Pilz- und Pflan-
zenzellen nachzustellen (Abb. 2B).

Um allelopathische Signale untersuchen
zu konnen, musste diese Strategie verdn-
dert werden. Hierzu wurde ein Wurzelchip
(Abb. 2C) mit mehreren parallelen Kandlen
entwickelt, in die Wurzeln der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)
eingefiihrt und dann iiber die Mikrofluidik
mit den jeweiligen Testsubstanzen kon-
frontiert. Dieser Wurzelchip war so gestaltet,
dass man die Reaktion der Wurzeln mikro-
skopisch verfolgen konnte. Damit lieBen
sich quantitative Messungen der Hemm-
wirkung gewinnen. Durch Nutzung von
transgenen Pflanzen, die fluoreszente Mar-
ker fiir das Cytoskelett exprimierten, konn-
ten aber auch die Reaktionen der Mikro-
tubuli und der Aktinfilamente mithilfe eines

Konfokalmikroskops in Echtzeit beobachtet
werden.

Dieser mikrofluidische Chip ermoglichte
verschiedene Anwendungen [6]. Beispiels-
weise konnte damit gezeigt werden, dass
Pflanzenzellen in Kultur Signale austau-
schen, um feststellen zu konnen, ob sie allein
oder in Gesellschaft sind, das quorum sensing
(Abb. 3). In einer weiteren Anwendung konn-
ten zwei metabolisch komplementére Zell-
linien des Madagassischen Wintergriins
(Catharanthus roseus) kombiniert werden,
um damit tiber den Austausch regulatori-
scher Signale die Bildung von Vindolin, der
Vorstufe des wertvollen Anti-Tumorwirk-
stoffs Vincristein, zu erreichen. In einer drit-
ten Anwendung wurde versucht, den chemi-
schen Dialog zwischen Zellen aus unter-
schiedlichen Organismen nachzuweisen,
also eine Art ,Okosystem auf dem Chip“
nachzustellen. Hier konnten wir zeigen, dass
Hyphen des Pilzes Neofusicoccum parvum auf
losliche Stoffe von Pflanzenzellen mit der
Bildung von Toxinen reagieren, die dann wie-
derum das Absterben der Pflanzenzelle her-
vorrufen. Da Pilzhyphen und Pflanzenzellen
in verschiedenen Chips gehalten werden, ist

ein physischer Kontakt offensichtlich unnd-
tig, der mikrofluidische Strom bringt Mole-
kiile mit sich, die auf beiden Seiten die ent-
sprechende Reaktion auslosen.

Von der Grundlagenforschung
zur Anwendung - chemische
Kommunikation nutzen

Die heiBen und trockenen Sommer lassen
auch bei uns immer haufiger Weinreben in
der Bliite ihrer Produktivitét plotzlich zusam-
menbrechen. Ursache sind holzbesiedelnde
Pilze, die auch in gesunden Reben vorkom-
men und dort als harmlose ,Mitesser” von
Zellresten leben. Wenn die Wirtspflanze
jedoch unter Stress gerit, wie es bei den
zunehmend heiBen und trockenen Sommern
auch hierzulande immer haufiger vorkommt,
verandern diese Pilze plotzlich ihr Verhalten
und fangen an, Giftstoffe zu bilden, um ihren
Wirt umzubringen. Wir konnten zeigen, dass
Pilz und Pflanze einen ,chemischen Ring-
kampf“ austragen. Die Pflanze versucht,
Abwehrstoffe, die Stilbene, zu bilden, die den
Pilz abtoten konnen. Der Pilz wiederum ver-
sucht, die Pflanze so zu manipulieren, dass
sie moglichst viel Monolignole bildet. Diese
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A Abb. 3: Anwendung des modularen mikrofluidischen Bioreaktors fiir Pflanzenzellen, um die Wirkung von chemischen Signalen nachweisen zu kén-
nen, die keines physischen Kontakts der kommunizierenden Zellen bediirfen. Mithilfe des Chips konnte das quorum sensing von in Suspension wach-
senden Pflanzenzellen nachgewiesen werden (oben), Zellen von Catharanthus roseus mit unterschiedlicher metabolischer Potenz modular verbunden
werden, um Vindolin, die Vorstufe des Antitumor-Wirkstoffs Vincristin, zu erzeugen (unten links) oder der chemische Austausch zwischen Pflanzen-

zellen und dem Pilz Neofusicoccum parvum nachgestellt werden (unten rechts).

Bausteine fiir Holz sind namlich die Leibspei-
se des Pilzes. Pikanterweise werde sowohl
Stilbene als auch Monolignole aus dem
phenolischen Molekiil Cumarsaure gebildet,
die beiden Stoffwechselwege konkurrieren
also um denselben Vorldufer.

Fiir einen dieser Pilze, Neofusicoccum
parvum, konnten wir aufklaren, iiber welche
Signale Pilz und Pflanze dieses chemische
Ringen fiir sich zu entscheiden versuchen
[7]. Um an die Molekiile heranzukommen,
wurden die von Pilz und Pflanze abgegebe-
nen chemischen Signale iiber prdparative
HPLC aufgetrennt, um dann priifen zu
konnen, welche Fraktion fiir die Wirkung
verantwortlich war. Diese Strategie, aktivi-
tatsgeleitete Fraktionierung genannt, wurde
von einer Modellierung der Stoffwechsel-
wege begleitet.
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Solange die Pflanze nicht durch Klima-
stress geschwicht ist, reagiert sie auf die
Anwesenheit des Pilzes mit der Bildung des
Stilbens Resveratrol, dem Baustein fiir wei-
tere Stilbene, die den Pilz in Schach halten
(Abb. 4). Der Pilz hingegen bildet 4-Hydoxy-
phenyl-Essigsdure, die das pflanzeneigene
Auxin Phenyl-Essigsdure imitiert und das
Wachstum der Zellen stimuliert, andererseits
aber die Immunreaktion dampft, was dem
Pilz erlaubt, sich leichter im Holz zu verbrei-
ten. Dennoch scheint er seinem Wirt keinen
Schaden zuzufiigen. Unter Klimastress wird
der Stilbenweg gedampft, was dazu fiihrt,
dass Coumarsaure in Ferulasdaure umgewan-
delt wird, die dann fir die Ligninbildung
verbraucht wird. Unter Klimastress ist die
Bildung von Holz jedoch verlangsamt, sodass
sich die Ferulasdure anhauft. Dies nutzt der
Pilz als Signal, um die Krise der Wirtspflanze

wahrnehmen zu konnen. Die Anhdufung von
Ferulasdure ist also gewissermaBen ein
,Kapitulationssignal“ des Wirts. Der Pilz
reagiert auf Ferulasdure mit der Bildung von
Fusicoccin A. Dieses wiederum lost beim
Wirt einen Signalweg aus, der zum program-
mierten Zelltod fiihrt, einer pflanzlichen
Variante der Apoptose. Auch fiir den Pilz
Eutypa lata konnten wir manipulierende Sig-
nale identifizieren. Hier wird iber O-Methyl-
mellein die Abwehrreaktion gegen Bakterien
so verstarkt, dass der Pilz konkurrierende
Bakterien elegant aus dem Felde schlagen
kann [8]. In einer zweiten Welle sezerniert
er dann Eutypin und Eutypinol, die — dhnlich
wie Fusicoccin A - {iber eine Signalreaktion
den Wirt in den Selbstmord treiben [9].
Was konnen wir mit diesem Wissen nun
anfangen? Es gibt im Grunde eine Langzeit-
und eine Kurzzeitstrategie. Die Langzeitstra-
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A Abb. 4: Die chemische Kommunikation zwischen dem holzbesiedelnden Pilz Neofusicoccum
parvum und der Weinrebe wird durch Klimastress gestort, was den Pilz dazu veranlasst, Fusi-
coccin A abzugeben, was in der Pflanze ein Selbstmordprogramm auslést. Dieser plétzliche
Zusammenbruch (Apoplexie) fiihrt zu groBen Schaden im Weinbau.

tegie besteht darin, Esca-resistente Reben zu
ziichten, so wie das schon bei den PiWi-
Reben (fiir Pilz-Widerstandsfahig) gelungen
ist. In der Tat konnten wir in unserer Samm-
lung der Europdischen Wildrebe (der Stamm-
mutter der Kulturrebe) Resistenzen finden.
Die Resistenz beruht darauf, dass die Bildung
von Stilbenen sehr wirksam verlauft, was
den Pilz in Schach hilt, weil die Anhdaufung
dieses Kapitulationssignals unterdriickt
wird. Um die hierfiir verantwortlichen Gene
finden zu konnen, haben wir mehr als
200 komplette Genome unserer Wildreben
sequenziert [11] und daraus die Genomda-
tenbank GrapeKIT aufgebaut. Nun kéonnen
wir fiir jedes Gen von Interesse herausfinden,
welche Varianten die Natur fiir uns bereit-
halt, und dann mithilfe der entsprechenden
Wildrebe im Garten die Funktion dieser
Variante priifen und sie danach fiir die Ziich-
tung nutzen, indem wir sie auf natiirlichem
Wege in Kulturreben einkreuzen. Mithilfe
des molekularen Wissens kann man dann
aber in der Nachkommenschaft schon im
Sdmlingsstadium tiber PCR-Analysen fest-
stellen, welche Individuen die gewiinschte
Genvariante aus der Wildrebe mitbekommen
haben. Dieses als markergestiitzte Selektion
bekannte Verfahren spart Zeit, Platz, Kosten
und Arbeit.

Dennoch lauft uns die Zeit davon. Wir
benotigen also auch Alternativen zur Ziich-
tung, die schon fiir unsere derzeit iiblichen,

jedoch anfélligen, Kultursorten anwendbar
sind. Genau an diesem Punkt setzt unser
neues Projekt ,Microbes for Future“ (M4F)
an, das auf die immunitatssteigernde Wir-
kung von Mikroorganismen setzt und aus
dem Strategiefond des KIT gefordert wird. So
wie wir eine Darmflora haben, die auch fiir
unser Immunsystem wichtig ist, besitzen
Pflanzen in ihrem Wurzelraum ein sorgsam
gepflegtes Pflanzenmikrobiom. Wir suchen
daher nach Mikroorganismen, die das pflanz-
liche Immunsystem aktivieren und so,
selbst in einem stressreichen Hochsommer,
die Anhdufung von Ferulasdaure unter-
driicken.

Allelopathie als Quelle fiir neue
Bioherbizide

Auch Pflanzen tauschen untereinander che-
mische Signale aus, um etwa konkurrierende
Pflanzen zu hemmen (Allelopathie). Auch
diese Signale sind sehr spezifisch und zielge-
nau. Als Fallbeispiel haben wir die vielen
verschiedenen Arten von Minzen untersucht,
die trotz ihrer engen Verwandtschaft sehr
unterschiedliche Duftprofile abgeben und
sich in der Natur sehr effizient gegen andere
Pflanzen durchsetzen konnen. In der Tat
konnten wir zeigen, dass die besonders
wirksame Hemmung durch die Koreanische
Minze (Agastache rugosa) auf Menthon
zuriickgeht, dass in der Zielzelle einen
schnellen und vollstindigen Abbau der

Mikrotubuli bewirkt, sodass Zellteilung und
Zellwachstum gestoppt werden [12]. Kann
man so neuartige Bioherbizide entwickeln?
Hier kam der Wurzelchip zum Einsatz
(Abb. 2). Wir verglichen den Effekt verschie-
dener Minzen auf das Wurzelwachstum und
beobachteten, dass das Ol der Pferdeminze
besonders wirksam war. Die Wirkung war
fiir verschiedene Zielpflanzen unterschied-
lich und zielte auf die Aktinfilamente,
wodurch auch der Auxintransport gehemmt
wird. Dieses Ol sollte also vor allem auf
Unkréauter wirken, die sich durch Regene-
ration von Stdngelstiicken vermehren.
Gemeinsam mit dem Foderalen Institut fir
biologischen Landbau (FibL) in der Schweiz
entwickelten wir eine konkrete Anwendung,
wobei wir mit dem Ol der Pferdeminze
iiber ein spezielles Tragermaterial die
Regeneration der Ackerwinde unterdriicken
konnen, einem hartndackigen Unkraut im
Oko-Getreidebau. Gliicklicherweise reagiert
Getreide, vor allem Gerste, auf das Minzol
nur sehr schwach, sodass es moglich sein
sollte, einen Konzentrationsbereich zu fin-
den, in dem man die Ackerwinde unterdrii-
cken kann, ohne dass das Getreide davon
tangiert wiirde.

Fazit: Biodiversitat schiitzen und
nutzen

Die Idee von DialogProTec war es, die Spezi-
fitat biologischer Signale zu untersuchen und
daraus Wege zu entwickeln, die Interaktion
zwischen Organismen (Pilze und Pflanzen,
Pflanzen und Pflanzen) so zu verdndern, dass
daraus ein Nutzen fiir uns Menschen ent-
steht. Dies bietet eine konzeptionelle Alter-
native zum {iblichen Ansatz im Pflanzen-
schutz, der letztendlich darauf beruht, dass
Nutz- und Schadorganismus zu einem mog-
lichst unterschiedlichen Grad geschadigt
werden. Die Spezifitit von Signalen ist das
Ergebnis von evolutiondren Anpassungspro-
zessen, die mit der Entstehung von Diversitat
einhergingen. Biodiversitat ist also der
Schliissel zu unserer Strategie, das Beispiel
der gegen N. parvum resistenten Wildreben
zeigt dies eindriicklich. Um diese Biodiversi-
tat fiir uns Menschen nutzen zu konnen,
miissen wir Biodiversitét zuerst schiitzen —
in unserem eigenen Interesse. Eine Landwirt-
schaft, die mehr Vielfalt zuldasst, wird auf
lange Sicht resilienter sein, auch wenn sie
kurzfristig weniger Ertrag bringen wird.
Unsere Gesellschaft muss sich also entschei-
den - wollen wir kurzfristige Ertragseinbu-
Ben hinnehmen, um langfristig resilientere
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und stabilere Agrookosysteme zu bekommen
oder sind wir nur auf kurzfristige Gewinnma-
ximierung aus. Diese Entscheidung wird
nicht von den Landwirten allein getroffen
werden miissen, sondern ist eine Angelegen-
heit der gesamten Zivilgesellschaft.
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