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Anpassung von Modellbakterien an
das Jahrhundertherbizid Glyphosat
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Investigations on the adaptation mechanisms of well-studied model
bacteria to the once in-a-century herbicide glyphosate can reveal novel
functional relationships between seemingly well-studied cellular pro-

cesses.
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B Der Schweizer Chemiker Henri Marin syn-
thetisierte Glyphosat [N-(Phosphonomethyl)
glycin] erstmalig 1950 [1]. Die Wirkung von
Glyphosat als Herbzid entdeckte jedoch erst
in den 1970er-Jahren der beim US-Unterneh-
men Monsanto forschende Chemiker John E.
Franz. Seit 1974 wird Glyphosat in der Land-
wirtschaft eingesetzt, um das Wachstum
unerwiinschter Pflanzen zu verhindern. Die
Entwicklung transgener, Glyphosat-resisten-
ter Nutzpflanzen machte Glyphosat zum
weltweit dominierenden Herbizid [1].

Glyphosat wird oft als das perfekte Herbi-
zid bezeichnet, da es ein hochwirksames
Breitbandherbizid ist, unter Verwendung von
Formulierungshilfsstoffen gut aufgenommen
und im pflanzlichen Gewebe verteilt wird
und als toxikologisch und 0kologisch unbe-
denklich gilt. Dartiber hinaus wird Glyphosat
durch die mikrobielle Aktivitat des Bodens
schnell abgebaut.

Die Wirkung von Glyphosat beruht auf der
spezifischen Hemmung der 5-Enolpyruvyl-
Shikimat-3-Phosphat(EPSP)-Synthase des
Shikimat-Stoffwechselwegs. Die EPSP-Syn-
thase katalysiert in Archaeen, Bakterien,
Pilzen, Pflanzen und weiteren Eukaryoten
die Umsetzung von Phosphoenolpyruvat
(PEP) und Shikimat-3-Phosphat zu EPSP
(Abb. 1A). Glyphosat konkurriert mit PEP um
die Bindung an das katalytische Zentrum der
EPSP-Synthase [2]. EPSP wird weiter zu Cho-
rismat umgewandelt, das als Vorstufe fiir die
Biosynthese der aromatischen Aminosauren,
von Tetrahydrofolsdure (THF), Chinonen und
Sekunddrmetaboliten dient (Abb. 1A). THF
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ist ein essenzieller Ko-Faktor fiir die Purin-
und Pyrimidin-Biosynthese, und Chinone
fungieren als Elektronen-Carrier in der
Atmungskette. Die Hemmung der EPSP-Syn-
thase durch Glyphosat fiihrt daher zum Zell-
tod. Glyphosat ist fiir Tier und Mensch nicht
toxisch, da tierische und menschliche Zellen
keine EPSP-Synthase besitzen.

Identifizierung des ersten Glyphosat-
Transporters

Als Bodenbakterium kommt Bacillus subtilis
mit Herbiziden und anderen wachstumshem-
menden Substanzen in Kontakt. Uber den
Einfluss von Glyphosat auf das Wachstum
von B. subtilis war jedoch bislang nur wenig
bekannt. Dariiber hinaus war bisher unklar,
wie Glyphosat in eine Zelle transportiert
wird. Eine einzige, knapp 40 Jahre alten Stu-
die zeigte, dass Glyphosat das Wachstum von
B. subtilis hemmt [3]. Interessanterweise
beobachteten die Autor:innen auch, dass die
Wachstumsrate der Bakterienkulturen nach
einigen Stunden wieder zunahm. Die Ursa-
che fiir dieses Phdnomen wurde jedoch nicht
aufgeklart.

Vor wenigen Jahren zeigte meine Arbeits-
gruppe (damals anséssig in Gottingen), dass
sich B. subtilis durch die Inaktivierung eines
Gens, das fiir einen Glutamat-Transporter
codiert, an toxische Mengen des Herbizids
rasch anpasst [4]. Interessanterweise trans-
portiert dieser Glutamat-Transporter auch
das Herbizid Glufosinat, das die Glutamin-
Synthetase hemmt. Dartiber hinaus konnten
wir zeigen, dass Escherichia coli das Glypho-

sat ebenfalls liber einen Glutamat-Transpor-
ter aufnimmt [4, 5]. Es ist daher anzuneh-
men, dass das Herbizid auch in anderen
Organismen iiber Glutamat-Transporter auf-
genommen wird. Der in der alten Studie
beschriebene Wiederanstieg des Bakterien-
wachstums ist daher sehr wahrscheinlich auf
die Entstehung Glyphosat-resistenter B. sub-
tilis-Mutanten zuriickzufiihren [3]. Die sehr
einfach zu isolierenden Glyphosat-resisten-
ten B. subtilis-Mutanten eignen sich mogli-
cherweise gut dazu, um pflanzliche Glypho-
sat-Transporter zu identifizieren. Ein hetero-
log tiberproduzierter Glyphosat-Transporter
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A Abb. 1: Einfluss von Glyphosat auf den Grundstoffwechsel und Glyphosat-Resistenzmechanismen. A, Shikimat-Stoffwechselweg in Bacillus subtilis.
Der Glutamat-Transporter GItT ist fiir die Aufnahme von Glyphosat verantwortlich. Der Ausschnitt des Strukturmodells zeigt die EPSP-Synthase aus
Agrobacterium sp. CP4 mit den Liganden Glyphosat und Shikimat-3-Phosphat (PDBid: 2GGA). Die Transporter fiir die Aufnahme der aromatischen Ami-
nosduren in B. subtilis sind unbekannt. B, Mechanismen, die in den Bakterien Glyphosat-Resistenz verleihen. Glyphosat-Resistenz kann durch die Inak-
tivierung und Uberexpression von Aufnahmesystemen erreicht werden. Das Herbizid kann abgebaut und durch kovalente Modifikation unschédlich
gemacht werden. Die Uberproduktion von PEP verdréingt Glyphosat aus dem aktiven Zentrum der EPSP-Synthase (EPSPS) und verhindert die Inaktivie-
rung des Enzyms. Verinderungen der EPSP-Synthase-Sequenz und die Uberproduktion des Enzyms durch Genamplifikation erméglicht den Bakterien
das Wachstum in Gegenwart von Glyphosat. C, Hypothetischer regulatorischer Einfluss des zelluldren Chinon-Pools auf ein Zweikomponentensystem.
Das Zweikomponentensystem reguliert in B. subtilis die Zusammensetzung der Atmungskette in Abhangigkeit zur Sauerstoffverfiigharkeit. Die Regu-
lation der Sensorkinase des Zweikomponentensystems ist unbekannt, und der regulatorische Einfluss des Redoxzustands des Chinonpools auf das
System ist Gegenstand laufender Untersuchungen.

sollte die Glyphosat-Sensitivitit der B. subti-
lis-Mutanten namlich wieder herstellen.

Anpassungsmechanismen der
Bakterien an Glyphosat

Bakterien konnen sich auf vielféltige Weise
an Glyphosat anpassen [6]. Ahnlich wie in
Pflanzen ist auch in den Bakterien die Gly-
phosat-Resistenz haufig mit Verdnderungen
der Herbizid-Zielstruktur verkniipft. So fiih-
ren Mutationen im EPSP-Synthase-Gen dazu,
dass die codierte EPSP-Synthase weniger
sensitiv gegeniiber Glyphosat ist (Abb. 1B).
Oftmals reicht ein einziger Aminosaureaus-
tausch aus, um die EPSP-Synthase unemp-
findlich gegeniiber Glyphosat zu machen. In
der Regel geht die Erniedrigung der Glypho-
sat-Sensitivitdt jedoch mit einer Verringe-
rung der EPSP-Synthase-Aktivitat einher,
wodurch die Fitness der Spezies beeintrach-

tigt wird. Bakterien konnen sich auch durch
die vermehrte Synthese der EPSP-Synthase
aufgrund von Mutationen im Promotor oder
durch die Amplifikation des EPSP-Synthase-
Gens an Glyphosat anpassen (Abb. 1B, [4]).
In beiden Féllen bilden die Zellen genligend
Vorstufen fiir die Synthese der aromatischen
Aminosauren, von Chinonen und THF, da
Glyphosat nur einen Teil der EPSP-Synthase-
Molekiile hemmt. Glyphosat kann auch
durch kovalente Modifikation (Acetylierung
und Phosphorylierung) entscharft werden.
Dartiber hinaus tiberleben viele Bakterien in
Gegenwart von Glyphosat, da sie das Herbi-
zid abbauen und sogar als Phosphorquelle
nutzen konnen (Abb. 1B). Es konnte auch
gezeigt werden, dass sowohl die reduzierte
Aufnahme als auch der verbesserte Export
von Glyphosat die Herbizid-Resistenz erho-
hen (Abb. 1B).

Kiirzlich konnten wir aus kommerziell
erhaltlichen Glyphosat-Formulierungen
(RoundUp®) Burkholderia antina- und Burk-
holderia cenocepacia-Stamme isolieren, die
in Gegenwart sehr hoher Glyphosat-Konzen-
trationen tiberleben [7]. Um die Ursache fiir
die hohe Glyphosat-Resistenz in diesen Bur-
holderia-Isolaten zu verstehen, isolierten und
charakterisierten wir Glyphosat-resistente
Mutanten eines B. anthina-Stamms, der
zuvor mit dem Herbizid nicht in Beriihrung
gekommen ist. Durch vergleichende Genom-
sequenzierungen und Metabolom-Analysen
konnten wir einen neuen Glyphosat-Resis-
tenzmechanismus aufdecken [5]. So fiihrt die
Veranderung eines Regulators der PEP-Syn-
thase zur Uberproduktion von PEP, was die
Bindung von Glyphosat an das aktive
Zentrum der EPSP-Synthase verhindert
(Abb. 1B).
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Es muss nun untersucht werden, ob die
zellulare PEP-Konzentration in den Burkhol-
deria-Isolaten aus der RoundUp®-Lésung
erhoht ist. Dariiber hinaus wére es interes-
sant zu testen, ob eine erhohte PEP-Synthese
auch in Pflanzen die Resistenz gegeniiber
Glyphosat steigert.

Besonderheiten des Shikimat-
Stoffwechselwegs in B. subtilis

Labor- und Umweltisolate von B. subtilis ent-
wickeln ausschlieBlich durch die mutations-
bedingte Inaktivierung eines Glutamat-
Transporter-Gens eine Resistenz gegeniiber
Glyphosat (Abb. 1B, [4]). Sogar B. subtilis-
Stamme mit zwei Kopien des Glutamat-
Transporter-Gens reichern keine Mutationen
im EPSP-Synthase-Gen an [4]. Diese Beob-
achtung lasst vermuten, dass die EPSP-Syn-
thase in B. subtilis keine Aminosaure-Aus-
tausche toleriert, die gleichzeitig die Glypho-
sat-Sensitivitat und die Enzymaktivitat ver-
ringern. Tatsachlich sind sowohl die EPSP-
Synthase als auch zwei weitere Enzyme des
Shikimat-Stoffwechselwegs fiir das Wachs-
tum von B. subtilis in Komplexmedium (z. B.
LB-Medium) essenziell (Abb. 1A, [4, 8]). Im
Gegensatz dazu bendétigt Escherichia coli kei-
nes der Enzyme des Shikimat-Stoffwechsel-
wegs fiir das Wachstum in LB-Medium. Die
Entbehrlichkeit der Enzyme in E. coli konnte
dadurch zu erkldren sein, dass das Bakteri-
um Transporter fiir die Aufnahme von Inter-
mediaten des Shikimat-Stoffwechselwegs
besitzt. Es ist auch vorstellbar, dass promis-
kuitive Enzyme die fehlenden Enzyme par-
tiell ersetzen.

Kirzlich konnten wir zeigen, dass eine
EPSP-Synthase-Mutante von B. subtilis mit
Chinonen in LB-Medium lebensféahig ist [8].
Dieser Befund deutet darauf hin, dass die
EPSP-Synthase-Aktivitdt in diesem Organis-
mus Kritisch ist, um ausreichend Chinone fiir
eine funktionsfahige Atmungskette herstel-
len zu konnen.

Dartiber hinaus konnten wir ausgehend
von der EPSP-Synthase-Mutante Suppressor-
Mutanten isolieren, die sogar in Minimal-
medium mit para-Aminobenzoesédure, Chino-
nen und den aromatischen Aminosduren
lebensfahig sind (Abb. 1C). Die meisten der
Suppressoren besitzen Mutationen in Genen,
die fiir ein Zweikomponenten-System codie-
ren (unverdffentlicht). Interessanterweise ist
das Zweikomponentensystem an der Regula-
tion der aeroben und anaeroben Atmung
beteiligt. Die weitere Charakterisierung der
Suppressor-Mutanten wird dabei helfen, die
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Rolle des Chinon-Pools und dessen Redox-
Zustand bei der Regulation des Zweikompo-
nenten-Systems aufzudecken. Somit konnen
Untersuchungen zu den Anpassungsmecha-
nismen von Modellbakterien an das Jahrhun-
dertherbizid Glyphosat neue funktionelle
Zusammenhange zwischen scheinbar gut
verstandenen Prozessen offenlegen.

Risiken fir Resistenz, Biodiversitat,
Bestauber

Obwohl Glyphosat nach dem aktuellen Stand
der Wissenschaft fiir Mensch und Tier als
nicht krebserregend eingestuft wurde, so
wird die Verwendung von Glyphosat kontro-
vers diskutiert. Zum einen fiihrt der tibermé-
Bige Einsatz von Glyphosat zur Entstehung
Herbizid-resistenter Pflanzen und gefdahrdet
dadurch die wertvolle Herbizid-Ressource fiir
die Landwirtschaft. Zum anderen steht Gly-
phosat im Verdacht, die Biodiversitat zu min-
dern, weil Nutzpflanzen und andere Organis-
men gleichermaBen abtotet werden. Dartiber
hinaus stort Glyphosat die Darmflora von
Bienen und Hummeln und macht die wichti-
gen Bestduber anfélliger gegeniiber Infektio-
nen [8, 9]. Aufgrund der Verldngerung der
Genehmigung von Glyphosat durch die EU-
Kommission um weitere zehn Jahre muss die
Wirkung des Herbizids auf die Biodiversitat
und den Zellstoffwechsel ausgewahlter Orga-
nismen weiterhin untersucht werden.
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