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Zusammenfassung

Das Gram-negative pflanzenpathogene Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Xcv) Stamm 85-10 ist der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit in Paprika. In dieser
Arbeit wurden drei neue Typ Ill Effektorproteine (T3E) XopR, XopS und XopK in Xcv
verifiziert, indem unter Verwendung der AvrBs3-Effektordoméane (AvrBs3A2) als Reporter
ihre Typ-lll1-abhangige Sekretion und Translokation in die Pflanzenzelle nachgewiesen
wurde. Die Zahl der bekannten Effektoren aus Xcv Stamm 85-10 erh6ht sich damit auf 26.

Eine wichtige Herausforderung der derzeitigen Forschung ist die Untersuchung der
molekularen Funktion von Typ Il Effektorproteinen. Die vorliegende Arbeit gibt erste
Einblicke in die Funktion der Effektoren XopH, XopG und XopB. AuRerdem wurde der
Xopl, ein Effektor mit einem F-Box Motiv, untersucht. XopH wirkt wahrscheinlich im
Zytoplasma  der  Pflanzenzelle und  fuhrt dort in  Abhéngigkeit  seiner
Tyrosinphosphataseaktivitdt zur Unterdriickung eines langsameren Abwehrprozesses der
Pflanze. XopG, eine putative Zink-Metallo-Protease mit Homologie zu Botulinumtoxin, wirkt
wahrscheinlich im pflanzlichen Nukleus oder Nukleolus. Xcv 85-10 scheint durch XopG
einen leichten Wachstumsnachteil - eine geringere Virulenz - zu haben. AuBerdem wird
XopG in Paprika ECW und in Nicotiana tabacum erkannt und 16st dort eine HR aus. Diese
Erkennung scheint von einem pflanzlichen Protein mit einer SPRY-Doméne abhéngig zu sein.
Sie ist aullerdem abhangig von der Lokalisierung von XopG im pflanzlichen Zellkern und
einer funktionalen Zinkbindedomane. Des Weiteren wurde ein pflanzliches Protein mit einem
RNA-Bindemotiv (RRM, RNA recognition motif) isoliert, dessen Bindung an XopG in der
Pflanze bestétigt werden konnte. Die XopG-HR wird in Paprika nach transienter Expression
mittels Agrobacterium durch den Effektor XopB unterdriickt, wobei unter natirlichen
Bedingungen anscheinend mehrere Faktoren an der Unterdriickung beteiligt sind. In der
vorliegenden Arbeit konnte auferdem gezeigt werden, dass XopB, als ein genereller
Zelltodsuppressor, eine Reihe verschiedener Zelltodreaktionen unterdriickt, wobei XopB den
durch eine Infektion hervorgerufenen Anstieg der Gehalte der Phytohormone Jasmonsdure
und ACC verhindert. Der Wirkort von XopB ist das ER und/oder der Golgi-Apparat, so dass
eine Funktion bei der Sekretion von pflanzlichen Proteinen vermutet werden kann. Es wurden
in Y2H-Sichtungen verschiedene interagierende Proteine isoliert, deren Einfluss auf die

Funktion von XopB teilweise bereits in Gen-Silencing-Experimenten adressiert wurde.



Summary

The Gram-negative plant-pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
strain 85-10 is the causal agent of bacterial spot disease in pepper. In this work the three new
type 111 effector proteins XopK, XopR and XopS were verified by using the AvrBs3 effector
domain (AvrBs3A2) as a reporter, to show their type 111 dependent secretion and translocation
into the plant cell. Thereby the number of known effectors in Xcv strain 85-10 is increased to
26. An important challenge of science today is the investigation of the effector protein’s
molecular function. The present work provides first insights into the function of the effectors
XopH, XopG and XopB. Furthermore Xopl an effector with an F-box motif was investigated.
XopH presumably acts in the cytoplasm of plant cells and there it leads - depending of its
tyrosine phosphatase activity — to the suppression of a slower defence mechanism in the plant.
XopG, a putative zinc metallo protease with homology to botulinum toxin, probably acts in
the plant nucleus or nucleolus. Xcv 85-10 seems to have a slightly slower growth and thus
reduced virulence due to the presence of XopG. Furthermore XopG is recognized in pepper
ECW and in Nicotiana tabacum and triggers an HR. This recognition seems to be dependent
of a plant protein with a SPRY domain. It also seems to depend on the localisation of XopG to
the plant nucleus and a functional zinc binding domain. Additionally a plant protein with an
RNA binding motif (RRM, RNA recognition motif) was isolated and the binding to XopG
could be verified in planta. The XopG-HR in pepper is suppressed by the effector XopB after
Agrobacterium mediated transient expression of both effectors. But apparently, under natural
conditions there have to be additional factors involved to suppress XopG-HR. In this work it
is shown that XopB suppresses a range of different cell death reactions in different plant
species whereby increased levels of the phytohormones jasmonic acid and ACC were
drastically reduced by XopB. The target location of XopB is the ER and/or the Golgi
apparatus, thus there can be assumed a function in the secretion of plant proteins. In yeast-
two-hybrid screenings different XopB-interacting proteins were isolated; its influence on

XopB function was partially addressed in in planta gene silencing experiments, too.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Laufe der Evolution haben sich Bakterien durch das Besiedeln von héheren Organismen
ein reichhaltiges Nahrstoffreservoir erschlossen. Einige von ihnen leben symbiotisch, z.B.
bilden Cyanobakterien und Pilze Flechten, die neue Lebensrdume besiedeln konnen;
Rhizobien bilden Wurzelknélichen an Leguminosen und fixieren Stickstoff. Sehr vielféltige
Symbiosen mit Bakterien gibt es auch im Tierreich. Allein beim Menschen (bernehmen
Bakterien der Normalflora, z.B. Vertreter der Gattungen Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium und Laktobacillen, unzahlige Funktionen. Einige schitzen z.B. durch die
Besiedlung von Haut und Darm oder durch Saureproduktion vor dem Befall mit potentiellen
Krankheitserregern. Sie synthetisieren Vitamine, entgiften Toxine, bauen Cholesterin ab,
fordern die Darmperistaltik und stimulieren das Immunsystem. Allerdings sind nicht alle
Interaktionen von Bakterien mit hdheren Organismen auf gegenseitigen Vorteil ausgelegt. So
werden beim Kommensalismus Abfallstoffe des Wirtes verwertet, ohne dass dieser einen
Nutzen davon hat. Beim Parasitismus hingegen wird der Wirt geschadigt oder sogar getotet.
Solche parasitischen Bakterien werden als Pathogene bezeichnet, wobei zwischen

Tierpathogenen und Pflanzenpathogenen (= Phytopathogenen) unterschieden werden kann.

1.1 Gram-negative Phytopathogene

Unter natiirlichen Bedingungen sind die meisten Pflanzen gesund. Sie sind in der Lage durch
verschiedene Mechanismen eine Reihe von Phytopathogenen zu erkennen, wodurch deren
Vermehrung verhindert wird (Boller und He, 2009).

Dass ein Pathogen in der Lage ist, eine Pflanze zu besiedeln und in Nischen wie Wurzeln,
Leitgewebe, Blattern, Bluten oder Friichten zu wachsen, ist eher die Ausnahme und erfordert
ausgekligelte Strategien. Aufgrund des Anbaus von Nutzpflanzen durch den Menschen und
die damit verbundenen Monokulturen, ist ein Pathogen, das die Abwehrmechanismen der
Pflanzen einmal umgehen kann, jedoch in der Lage sich stark zu vermehren und hohe
Ernteausfélle zu verursachen. Diese Ernteausfélle stellen besonders in der heutigen Zeit ein
Problem bei der Erndhrung der wachsenden Weltbevélkerung dar. So wird z.B. durch das

Pathogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae, das die WeiRblattrigkeit auslost, bis zu 50% der
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Reisernte im tropischen Asien zerstort (Reddy, 1989). Auch andere Gram-negative
Phytopathogene fiihren zu, wenn auch weniger drastischen, Ernteausfallen. Die am besten
untersuchten, sind, neben anderen Xanthomonaden, Vertreter der Gattungen Ralstonia,
Pseudomonas, Erwinia, Pantoea, Xylella und Agrobacterium.

Die Pflanzen reagieren auf Infektion mit Bakterien auf zwei Wegen. Einerseits erkennen und
reagieren sie auf bestimmte Molekiile, die viele Bakterien gemeinsam haben, darunter auch
nicht-pathogene Bakterien. Andererseits reagieren sie spezifisch auf verschiedene zur
Pathogenitat beitragende sogenannte Virulenzfaktoren von pathogenen Bakterien. Die
Erkennung kann entweder direkt geschehen oder durch das Registrieren von Verdnderungen,
die die Virulenzfaktoren verursachen (Buttner und Bonas, 2010; Zipfel und Robatzek, 2010).

1.2 Die basale pflanzliche Abwehr

Die erste Stufe der pflanzlichen Abwehr ist die basale Resistenz. Diese umfasst sowohl
mechanische Barrieren wie die Kutikula und die dicke pflanzliche Zellwand, wie auch die
Induktion einer Vielzahl von Abwehrmechanismen. Dazu gehdren beispielsweise das
SchlieBen der Stomata, um das Eindringen von Bakterien zu verhindern,
Kalloseauflagerungen, um die Zellwand zu verstarken, die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies und von Stickstoffoxid, die Anhebung des zytosolischen Ca**-Levels und
die Signalibertragung Uber Calcium-abhangige Protein-Kinasen (CDPK) und Mitogen-
aktivierten-Protein-Kinase (MAPK)-Kaskaden (Nicaise et al., 2009). Letzteres schlie3t haufig
auch die Aktivierung von WRKY -Transkriptionsfaktoren mit ein und flhrt zur Transkription
von PR (pathogenicity related)-Genen (Abbildung 1).

Ausgeldst werden diese Abwehrmechanismen durch die Erkennung bestimmter konservierter
Oberflachenstrukturen der Mikroorganismen, den sogenannten PAMPs (pathogen associated
molecular patterns), aufgrund des generellen Auftretens, auch in nicht-pathogenen
Organismen, auch MAMPs (microbe associated molecular patterns) genannt, durch
pflanzliche Rezeptoren: PRRs (pattern recognition receptors; Medzhitov und Janeway, 1997;
He et al., 2007).

MAMPs sind molekulare Signaturen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass eine ganze
Klasse von Mikroorganismen sie besitzen, sie sich in der Evolution nur langsam verdndern
und in Pflanzen nicht vorkommen (Medzhitov und Janeway, 1997). Dazu gehéren bei Gram-
negativen Phytopathogenen beispielsweise Flaggelin als Bestandteil des bakteriellen
Flagellums, der Elongationsfaktor EF-Tu, der sekretiert werden kann und dann



Einleitung 3

maoglicherweise als Adhasin wirkt, der Zellwandbestandteil Pepdidoglykan, Harpine (Kapitel
1.4.3), Lipopolysaccharide (LPS) und Kalteschockproteine (Boller und Felix, 2009; Zipfel et
al., 2006; Erbs et al., 2008; Kim et al., 2004; Silipo et al., 2005; Felix und Boller, 2003).
Dartiber hinaus konnen auch durch den Abbau bakterieller Enzyme freigesetzte
pflanzeneigene Molekiile, z.B. Bestandteile der pflanzlichen Zellwand, ebensolche
Abwehrreaktionen auslésen. Diese Abbauprodukte werden in Publikationen der letzten Jahre
auch als DAMPs (damage associated molecular pattern) bezeichnet (Lotze et al., 2007).
DAMPs und MAMPs werden von PRRs an der pflanzlichen Zellmembran erkannt, was eine
Vielzahl von Reaktionen ausldst. Diese Abwehrreaktion wird auch als PTI (PAMP triggered
immunity) bezeichnet (Jones und Dangl, 2006).

Bisher sind zwar viele MAMPs, jedoch sehr wenige Rezeptoren bekannt. Die bekannten
PRRs gehoren zu den LRR-RKSs (leucine rich repeat - receptor kinases). Sie besitzen eine 21
Aminosduren lange extrazelluldre LRR (leucine rich repeat)-Doméne, eine Transmembran-
Domane und eine in das Zytoplasma ragende Serin/Threonin-Kinase-Domaéne. Die am besten
untersuchten MAMP/PRR-Paare sind Flaggelin/FLS2 (flagellin-sensing 2) und EF-Tu/EFR
(EF-Tu Rezeptor; Boller und Felix, 2009; Zipfel et al., 2006). Der Rezeptor von flg22 FLS2
ist einige Minuten nach einer MAMP-Behandlung nicht mehr an der Plasmamembran
nachzuweisen, sondern in Vesikeln; es findet Endozytose statt. Ob FLS2 in den Vesikeln eine
bestimmte Signalfunktion hat oder ob dies ein Weg der Pflanze ist, einen aktivierten Rezeptor
zu entfernen, ist noch nicht bekannt (Robatzek et al., 2006; Nicaise et al., 2009). Vor diesem
Prozess interagiert FLS2 mit BAK1 (BRI1-associated receptor kinase 1; Chinchilla et al.,
2007). BAK1 ist eine membranstdndige LRR-RLK, die Komplexe mit verschiedenen PRRs
bildet und von der angenommen wird, dass es sich um einen zentralen Regulator der Abwehr
handeln konnte (Chinchilla et al., 2009). Erstmals wurde BAKL1 als Interaktionspartner des
Brassinosteroid-Rezeptors BRI1 isoliert.

Die auf die Erkennung folgende Signalweiterleitung ist vermutlich zwischen verschiedenen
Pflanzen konserviert. So reagiert Nicotiana (N.) benthamiana, eine Pflanze die kein eigenes
EF-Tu Erkennungssystem besitzt, nach transienter Expression von EFR aus Arabidopsis auf
elfl8 (das kirzeste responsive Peptid von EF-Tu) mit einer Abwehrreaktion (Zipfel et al.,
2006).

Die PTI ist eine sehr friihe Reaktion der Pflanze und findet zum groRen Teil bereits innerhalb
von 10 Minuten nach der MAMP-Erkennung statt. Durch die Nutzung von Arabidopsis-
Zellkulturen konnte der zeitliche Ablauf der auf die MAMP-Erkennung folgenden Reaktionen

bestimmt werden: Zu sehr frihen Reaktionen gehdren ein lonenstrom einhergehend mit der
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Erhéhung des zytosolischen Ca?*-Levels und die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). Dies geschieht in der Regel nach einer sehr kurzen lag-Phase von 0,5-2 min (Boller

und Felix, 2009). Nur wenig spéter folgt die Aktivierung von MAP-Kinase-Kaskaden.

IMMUNITY
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Abbildung 1: Molekulare Komponenten der durch PAMPs ausgeldsten Abwehrreaktion und ihre
Interaktion untereinander. PAMP, DAMP, PRR, regulatorische RK, zytoplasmatische Kinasen (K),
Phosphatase (PP), CDPKs, MAPKSs, 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat Synthase (ACS), WRKY
Transkriptionsfaktoren, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Ethylen (ET) und Salizylséure (SA). Die schwarzen
Pfeile zeigen downstream Interaktionen, die gestrichelten Pfeile deuten auf mdgliche positive Verstarkungen.
Abbildung aus Zipfel und Robatzek, 2010.

Der Ca?*-Einstrom in die Zelle und der damit verbundene Anstieg der Ca**-Konzentration im
Zytoplasma ist ein entscheidender Schritt in der pflanzlichen basalen Resistenz (Kapitel 1.3;
Ma und Berkowitz, 2007; Zipfel und Robatzek, 2010). Die Anderung der Ca?*-Konzentration
wird von Calcium-bindenden Proteinen wie Calmodulin oder CDPKs erkannt (Abbildung 1;
Boudsocq et al., 2010). Fir einige solcher Proteine konnte gezeigt werden, dass sie in der
Abwehr eine Rolle spielen, beispielsweise bei der Kontrolle von ROS und Salizylséure (SA,
Galon et al., 2008; Du et al., 2009).

ROS konnen sowohl direkt antimikrobiell wirken, als auch indirekt durch Crosslinking der
Zellwand (Bradley et al., 1992). Aullerdem wirken sie als sekundare Stress-Signale, um
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Abwehrreaktionen auszuldsen (Apel und Hirt, 2004). Sowohl RQOS, als auch MAP-Kinasen
regulieren die Expression von PR-Genen durch die Regulation von WRKY- und anderen
Transkriptionsfaktoren. Wahrend MAP-Kinasen die Transkriptionsfaktoren durch
Phosphorylierung von meist Serin- und Threonin-Resten aktivieren, geschieht die Regulation
durch ROS durch die Oxidation von Cysteinresten. Zusatzlich aktivieren ROS selbst ebenfalls
MAP-Kinase-Kaskaden (Apel und Hirt, 2004).

All dies resultiert in einem stark verdnderten Phosphorylierungsmuster der pflanzlichen
Proteine und schlieBlich in der Verdnderung der Genexpression. So sind 30 Minuten nach
Induktion mit flg22 und elf26 nahezu 1000 Gene induziert und 200 reprimiert (Zipfel et al.,
2004; Zipfel et al., 2006). Das Muster unterscheidet sich zwischen beiden MAMPs nur wenig
und auch bei Elicitoren aus Pilzen wurde ein vergleichbares Expressionsmuster gefunden
(Ramonell et al., 2002). Dies und die Tatsache, dass es keinen additiven Effekt bei
Behandlung mit flg22 und elf18 gibt, lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Signale an einem
frihen Punkt zusammenlaufen und es dann eine gemeinsame Signalweiterleitung gibt (Zipfel
et al., 2006; Boller und Felix, 2009).

Weitere friihe Reaktionen, die in Zellkulturexperimenten ca. 10-20 Minuten nach der
Behandlung mit dem Elicitor auftreten, sind die Ethylen-Biosynthese und die bereits oben
erwéhnte Endozytose des Rezeptors FLS2 (Boller und Felix, 2009).

Zu den spateren Reaktionen der Pflanze gehdren Kalloseauflagerungen und das SchlieRen der
Stomata (Gudesblat et al., 2009). Auch wenn die biologische Funktion von
Kalloseauflagerungen noch nicht sicher gekléart ist, so sind sie doch hdufig im Zusammenhang
mit PTI beobachtet und oft als ein Marker flr dieselbe genutzt worden (Gomez-Gdémez et al.,
1999; Abramovitch et al., 2006a). Es wird angenommen, dass die damit verbundene
Zellwandverstarkung um die Infektionsstelle, die Abwehr erhéht (Chisholm et al., 2006).

Die Summe aller Abwehrreaktionen lasst die Pflanze eine Besiedelung mit unspezifischen
pathogenen Bakterien abwehren. Jedoch haben Pathogene eine Vielzahl von Mdglichkeiten

entwickelt, ihre Virulenz zu verbessern oder Gberhaupt zu ermdglichen.

1.3 Virulenzfaktoren Gram-negativer Phytopathogene

Um die basale Abwehr zu umgehen oder die Pathogenitat zu steigern, bedient sich das
Bakterium vielféltiger Virulenzfaktoren. Dazu gehdren unter anderem Toxine, hydrolytische
Enzyme, extrazellulare Polysaccharide, verschiedene Pili, Adhdsine sowie Transportsysteme,
welche Proteine, darunter Effektorproteine, in den Apoplasten oder die Pflanzenzelle
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Ubertragen. Bereits vor dem Eindringen in die Pflanze konnen Pathogene von
Virulenzfaktoren profitieren. So wird spekuliert, dass z.B. Typ 4-Pili, indem sie die
Aggregation der Bakterien unterstlitzen, gegen Umwelteinflisse wie UV-Strahlung und
Austrocknung auf der Blattoberflache helfen (Ojanen-Reuhs et al., 1997; Kang et al., 2002).
Auch beim Eindringen in die Pflanze spielen Typ 4-Pili anscheinend eine wichtige Rolle. So
wurde fiir Pseudomonas syringae pv. phaseolicola gezeigt, dass nach Spray-Inokulation von
Bohnenblattern nur Bakterien mit Pili Symptome verursachten. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass sich diese Bakterien an den Stomata befanden, wahrend Mutanten ohne Pili
gleichmaRig auf der ganzen Blattoberflache verteilt waren (Romantschuk und Bamford,
1986). Eine Konzentration der Bakterien mit Typ 4-Pili an den Stomata von Hyazinthen-
Blattern konnte ebenfalls bei X. campestris pv. hyacinthi beobachtet werden (van Doorn et al.,
1994), was auf eine Funktion beim Eindringen durch getffnete Stomata hinweisen konnte. Im
Gegensatz dazu akkumuliert Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) abhéngig von
Typ 4-Pili an Trichomen von Tomaten-Blattern, wobei jedoch ein Einfluss auf die Virulenz
nicht nachgewiesen werden konnte (Ojanen-Reuhs et al., 1997). Eine neuere Studie (Bahar et
al., 2009) zeigt, dass Typ4-Pili fur die Virulenz von Acidovorax avenae spp. citrulli auf
Melonenkeimlingen essentiell sind. Auch die Ausbreitung von systemischen Pathogenen im
Xylem gegen die Stromungsrichtung kann mit Hilfe von Typ 4-Pili erfolgen (Meng et al.,
2005).

Im Apoplasten angekommen, schitzen Lipopolysaccharide (LPS) und Exopolysaccharide
(EPS), z.B. Xanthan, vor dem Austrockenen, helfen beim Anheften an die Wirtszellen und
konnen die Zuganglichkeit von Nahrstoffen verbessern. LPS machen aulerdem die bakterielle
Zellwand undurchdringlicher und kénnen somit zum Schutz vor antimikrobiellen Substanzen
beitragen (Newman et al., 2007). Bei systemischen Pathogenen wie Xylella fastidiosa oder
Xanthomonas campestris pv. campestris spielt EPS als Virulenzfaktor eine besonders groRe
Rolle. Hier kann es die pflanzlichen Leitgefdlie verstopfen und dadurch die Pathogenitét
steigern sowie Welke verursachen (Denny, 1995; Roper et al., 2007). AuBerdem konnte
gezeigt werden, dass sowohl EPS als auch LPS die durch MAMPs hervorgerufene basale
Resistenz durch die Bildung von Ca”*-Chelaten unterdriicken konnen (Aslam et al., 2008;
Newman et al., 2007), was noch einmal die Bedeutung von Ca?* in der Signaltransduktion der
pflanzlichen Abwehr verdeutlicht.

Beim anschlieRenden Durchdringen der pflanzlichen Zellwand spielen verschiedene Enzyme,
wie Zellulasen, Hemizellulasen und Pektinasen eine entscheidende Rolle. So konnen die 3

Hauptbestandteile der Zellwand: Zellulose, Hemizellulose und Pektin in Einfachzucker
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gespalten und somit gleichzeitig als Nahrungsquelle zuganglich gemacht werden (Lagaert et
al., 2009).

Alle erwéhnten Substanzen werden durch 6 verschiedene Klassen von Transportsystemen aus
der Zelle geschleust. Das Typ Il-Sekretionssystem (T2SS) und das Typ V-Sekretionssystem
(T5SS) sind vom generellen Sec-System, welches Proteine Uber die innere Membran
transportiert, abhangig und bendtigen eine spezielle N-terminale Signalsequenz. Hingegen
konnen das Typ I- (T1SS), Typ IlI- (T3SS), Typ IV- (T4SS) und das Typ VI-
Sekretionssystem (T6SS) Proteine Uber beide bakterielle Membranen in die Umgebung oder
direkt in das Innere der Wirtszelle Ubertragen (Bdttner und Bonas, 2010).

Das erst vor relativ kurzer Zeit entdeckte T6SS (Pukatzki et al., 2006) scheint ein essentieller
Pathogenitatsfaktor zu sein, da es in virulenten Bakterienstdmmen vorkommt, nicht aber in
nicht virulenten Spezies der gleichen Gattung. So sind Gene mit Homologie zu Bestandteilen
des T6SS in Xanthomonas campestris, X. oryzae und X. axonopodis zu finden, nicht jedoch in
den nicht virulenten Stdammen X. codiaei und X. populi (Shrivastava und Mande, 2008).

1.4 Das Typ I11-Sekretionssystem

Das T3SS ist in den vergangenen Jahrzehnten besonders in den Fokus der Forschung ger(ckt.
Es ist essentiell fur die Pathogenitat der meisten Gram-negativen Phytopathogene und kann
Effektorproteine in einem Schritt Gber beide bakteriellen Membranen bis direkt in das Innere
der Wirtszelle Ubertragen (Bittner und Bonas, 2002a). Interessanterweise ist das T3SS
zwischen Tier- und Pflanzenpathogenen konserviert und hat einen gemeinsamen Ursprung
mit dem Flagellensystem (He et al., 2004; Van Gijsegem et al., 1995). Zuerst wurde es bei
Yersinia enterocolitica beschrieben (Heesemann et al., 1984), schon bald darauf wurden bei
den Phytopathogenen Pseudomonas syringae pv. phaseolicola und Pseudomonas syringae pv.
syringae erste Pathogenitatsgene, die fur das T3SS kodieren, durch Mutationsanalysen
entdeckt (Niepold et al., 1985; Lindgren et al., 1986). Mittlerweile ist viel tber den Aufbau,
die Regulation, die Substrate und die Regulation der Sekretion bekannt (Cornelis, 2006;
Buttner und He, 2009).
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1.4.1 Der Aufbau des T3SS

Das T3SS setzt sich aus einem basalen Teil, welcher beide bakteriellen Membranen
durchspannt und den extrazellularen Anhangen, Pilus und Translokon, zusammen (Abbildung
2). Der Pilus uberbriickt den langen Weg durch die pflanzliche Zellwand bis zur
Zellmembran, in der das Translokon dann eine abschlieende Pore bildet (Abbildung 2;
Biittner und Bonas, 2002b; Weber et al., 2005; Bittner und He, 2009).

Gene, die fur das T3SS kodieren, befinden sich hdufig auf Pathogenitatsinseln oder
Plasmiden, mit einem stark vom Genom abweichenden GC-Gehalt; oft flankiert von direct
repeats, IS Elementen, t-RNA Genen und/oder Genen von Integrasen und Transposasen,
weshalb spekuliert werden kann, dass sie sich Uber horizontalen Gentransfer verbreitet haben
(Hacker und Kaper, 2000). Bei Phytopathogenen werden die Komponenten des T3SS
einschlieBlich einer assoziierten filamentosen Struktur, dem Hrp-Pilus, von einem Cluster
kodiert, das als hrp-Gencluster (hypersensitive reaction and pathogenicity) bezeichnet wird,
weil es sowohl fiir die Pathogenitat eines Bakteriums als auch fur die F&higkeit eine als
hypersensitive Reaktion (HR) bezeichnete Zelltodreaktion auszuldsen, essentiell ist. Das hrp-
Gencluster umfasst mehr als 20 Gene, wovon einige zwischen Tier- und Pflanzenpathogenen
konserviert sind. Diese Gene werden als hrc (hrp conserved) Gene bezeichnet und kodieren
fiir den basalen Teil des T3SS (He et al., 2004; Tampakaki et al., 2004). Die angrenzenden
Gen-Regionen sind hdufig sehr variabel und kodieren flr Substrate des T3SS (Kapitel 1.4.3).

1.4.2 Regulation des T3SS

Die Typ IlI-Sekretion ist ein regulierter Prozess. Gene, die fur Bestandteile des T3SS
kodieren, werden nicht stdndig abgelesen. Verschiedene Umweltfaktoren, wie z.B. die
Umgebungstemperatur, pH-Wert, Zelldichte oder Mg?**-Konzentration, kénnen dazu fiihren,
dass die Expression aktiviert wird (Francis et al., 2002). Bei Xcv wird erst in der Pflanze oder
in einem Minimalmedium, das die Bedingungen im pflanzlichen Apoplasten nachahmt, die
Expression aktiviert (Wengelnik und Bonas, 1996). In Xcv sind 2 Proteine fir die Regulation
verantwortlich, die beide aullerhalb des hrp-Genclusters liegen (Bonas et al., 1991), HrpG
und HrpX (Wengelnik und Bonas, 1996; Wengelnik et al., 1996). HrpG ist der Ubergeordnete
Transkriptionsaktivator und gehdrt zur OmpR-Familie von Zwei- Komponenten-Regulatoren.
Er erhélt ein noch unbekanntes Signal und aktiviert anschlieBend ein genomweites Regulon,
einschliellich der hrp-Gene und der sogenannten xop-Gene (Xanthomonas outer proteins;
Noél et al., 2001). In einigen Fallen geschieht das direkt, meistens jedoch Gber HrpX, einen
Transkriptionsaktivator der AraC/XylS-Familie (Wengelnik und Bonas, 1996).



Einleitung 9

pflanzliches
Zytoplasma

......

Al et

LLNOOLRR LI

. . : :
ol tatotat,

UL

—( HreRISITIUN

bakterielles
Zytoplasma

Abbildung 2: Modell des T3SS von Xanthomonas. Der basale Teil des T3-Sekretionsapparates besteht aus
Hrc-Proteinen und durchspannt beide bakterielle Membranen. Mit diesem Komplex ist der Pilus assoziiert, der
die dicke pflanzliche Zellwand durchspannt und schlieflich in einer Translokon-Pore aus HrpF und XopA
mindet. Uber den Pilus und durch das Translokon werden Effektorproteine in das Innere der Pflanzenzelle
geschleust. PM, Plasmamembran; ZW, Zellwand; AM, duRere Membran; IM, innere Membran. Abbildung aus
Berger et al., 2006.

Viele von HrpX regulierten Gene besitzen in ihrem Promotorbereich eine sogenannte PIP-
Box (PIP - plant inducible promoter), mit der Konsensussequenz TTCG-N16-TTCG, an die
HrpX direkt bindet (Koebnik und Kruger et al., 2006). PIP-Box-ahnliche Sequenzen wurden
auch in anderen Xanthomonaden und in Ralstonia solanacearum gefunden (da Silva et al.,
2002).

1.4.3 Substrate des T3SS
Bevor Effektorproteine in die Pflanzenzelle tbertragen werden kénnen, muss zuerst das T3SS

vollstdndig aufgebaut werden. Wahrend dieses Prozesses werden als erste Substrate
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extrazellulare Komponenten des Apparates aus dem Bakterium in die Umgebung transportiert
(Lorenz und Buttner, 2011). Dazu zahlen Bestandteile des Pilus und des Translokons.

Eine weitere Gruppe von Subtraten des T3SS sind die Harpine, die im hrp-Gencluster kodiert
sind. Sie wurden zuerst in Erwinia amylovora isoliert (Wei et al., 1992), kurze Zeit spéater
auch in anderen Gram-negativen Phytopathogenen wie P. syringae pv. syringae (He et al.,
1993) Ralstonia solanacearum (Arlat et al., 1994) und Xanthomonas spp. (Kim et al., 2003;
Li et al., 2004). Harpine sind untereinander nicht homolog, haben aber gemeinsame
Merkmale: das Auftreten zahlreicher Glycine, das Fehlen von Cysteinresten sowie
Hitzestabilitat; im Apoplasten von Pflanzen l6sen sie eine unspezifische Zelltodreaktion aus
(Kim und Beer, 1998; Kim et al., 2004). Die genaue Funktion von Harpinen ist noch nicht
bekannt, jedoch konnte fir HrpZ aus P. syringae pv. syringae gezeigt werden, dass es mit
dem wachsenden Pilus assoziiert ist (Li et al., 2002) und fir HrpZ aus P. syringae pv.
phaseolicola und PopA und PopW aus R. solanacearum, dass sie an Membranen binden und
dort sogar Poren bilden kénnen (Lee et al., 2001; Racapé et al., 2005; Li et al., 2010). Fir
einige Harpine konnte gezeigt werden, dass sie Amyloid-ahnliche fibrillare Strukturen bilden
(Oh et al., 2007), diese Strukturbildung korreliert mit der F&higkeit eine HR auszultsen.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Harpine beim Aufbau des Apparates helfen kdnnten.
Sie konnten die pflanzliche Membran destabilisieren und so die Integration des Translokons
unterstlitzen oder selbst ein Teil des Translokons sein. Eine weitere derzeit diskutierte
Maoglichkeit ist, dass die durch Harpine gebildeten Poren zur Nahrstoffversorgung der
Pathogene beitragen (Engelhardt et al., 2008).

Die dritte und umfangreichste Gruppe von T3SS-Substraten sind die Typ I11-Effektor Proteine
(T3Es). Sie werden Uber die bakteriellen Membranen und zusatzlich tber die pflanzliche
Zellwand und die Zytoplasmamembran direkt in das Zytoplasma transloziert. Die effiziente
Sekretion und/oder Translokation h&ngt von einem Signal im N-Terminus der jeweiligen
Proteine ab. Dieses Signal ist auf Aminosdureebene nicht konserviert und die genauen
Eigenschaften dieses Signals sind trotz intensiver Studien noch nicht bekannt (Arnold et al.,
2009).

1.5 Typ lll-Effektorproteine

Phytopathogene injizieren einen individuellen Mix aus verschiedenen T3Es in die
Pflanzenzelle, wo sie zur vollstdndigen Pathogenitét der Bakterien beitragen (Mudgett, 2005;
Buttner und Bonas, 2010). Aufgrund des grolien Sets von Effektorproteinen von ca. 30-40 bei
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Xanthomonaden oder Pseudomonas syringae (http://www.xanthomonas.org/;
http://lwww.pseudomonas-syringae.org/) und der funktionellen Redundanz, ist es schwer,
Aussagen Uber die Funktionen einzelner Effektoren zu treffen (Kvitko et al., 2009; Blttner
und Bonas, 2010). Die ersten T3Es wurden daher auch aufgrund ihrer Avirulenzaktivitat
identifiziert, d.h. aufgrund ihrer Erkennung in der Pflanze (Ronald und Staskawicz, 1988;
Bonas et al., 1989; Kearney und Staskawicz, 1990; Whalen et al., 1993; Ciesiolka et al.,
1999; Astua-Monge et al., 2000a; Kapitel 1.5.2).

Effektoren sind sehr unterschiedlich bezuglich ihrer GroR3e, Sequenz, Struktur und Funktion,
was die Identifizierung weiterer Kandidatengene zunéchst erschwert hat. Aufgrund einiger
Gemeinsamkeiten und besonderer Merkmale war es jedoch spater mdglich, eine Vielzahl
neuer T3Es zu identifizieren, besonders nach der vollstandigen Sequenzierung einiger
Genome von Phytopathogenen (da Silva et al., 2002; Buell et al., 2003; Lee et al., 2005;
Thieme et al., 2005; Qian et al., 2005).

Ein wichtiges Merkmal vieler T3Es ist die Koregulation mit dem T3SS. So konnten
Kandidatengene fiir neue Effektoren mittels cONA-AFLP (Noél et al., 2001) oder, nach der
Genomsequenzierung, mittels Mikroarray identifiziert werden (Occhialini et al., 2005;
Ferreira et al., 2006). Jedoch gibt es hier einige Ausnahmen. Wahrend bei P. syringae alle
Effektoren mit dem T3SS koreguliert sind (Chang et al., 2005), trifft dies bei Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria nicht zu. So sind beispielsweise die Effektoren AvrRxv, AvrBs3
und das in dieser Arbeit néher charakterisierte XopG konstitutiv exprimiert (Knoop et al.,
1991, Ciesiolka et al., 1999; Thieme, 2006).

Genombasierte Ansétze nutzten unter anderem das Wissen um bestimmte konservierte
Promotorbereiche von Effektorgenen, wie die PIP-Box oder die Hrp-Box; zusétzlich konnten
Effektor-Kandidaten aufgrund des von der Umgebung abweichenden GC-Gehaltes oder dem
VVorkommen bestimmter eukaryotischer Motive, wie beispielsweise eine F-Box oder ein
Kernlokalisierungssignal (NLS, nuclear localisation signal), identifiziert werden (Guttman et
al., 2002; Buttner et al., 2003; Thieme, 2006; Furutani et al., 2006; Arnold et al., 2009;
Samudrala et al., 2009). Diese genombasierten Ansatze sind unabhangig von der Regulation
der Effektorgene. Darlber hinaus ist ein neuer genomweiter ,,funktioneller Screen” zur
Identifizierung von T3Es entwickelt worden (Mukaihara et al., 2010). Uber die Summe vieler
verschiedener Ansétze wurden zahlreiche Effektorkandidaten isoliert.

Sind solche Kandidaten gefunden, wird Uberpruft, ob sie ein Signal besitzen, was sie zum
Transport Gber das T3SS in die Pflanzenzelle befahigt. Uber solche Signale ist bereits viel

spekuliert worden. Es ist bekannt, dass sich das Sekretions- und das Translokationssignal im
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N-Terminus der Proteine befinden. Verléssliche gemeinsame Merkmale eines solchen Signals
sind aber bisher nicht bekannt, so dass es bisher auch nicht méglich ist, ein
Translokationssignal ~ visuell —oder computergestiitzt vorherzusagen. Jedes dieser
Kandidatenproteine muss daher experimentell auf Translokation Uberprift werden, bevor man
davon ausgehen kann, dass es sich tatséachlich um ein T3E handelt. Die Verifizierung eines
T3Es erfolgte hdufig durch Fusionen mit einem Reportergen, beispielsweise Adenylatcyclase
oder AvrBs3 ohne eigenes Translokationssignal, dessen Phanotyp in der Pflanzenzelle leicht
bestimmbar ist (Casper-Lindley et al., 2001; Casper-Lindley et al., 2002; Noél et al., 2003).

Die groRe Bandbreite und Diversitdt der T3Es l&sst auf ein grolles Repertoire an
unterschiedlichen Funktionen schlieBen. Eine erste und wahrscheinlich wichtigste Aufgabe
von Effektoren ist es, die Besiedelung uberhaupt zu ermdglichen, also in einem ersten Schritt

die PTI zu unterdriicken.

1.5.1 Unterdrickung der Abwehr durch Effektorproteine

Effektorproteine greifen an verschiedenen Stellen an, um die pflanzliche Abwehr zu
unterdriicken. Man spricht dabei von Zelltodsuppression (CDS, cell death suppression). Dabei
sind bisher verschiedene grundsatzliche Strategien bekannt: So inaktivieren einige Effektoren,
wie z.B. HopAO1 (friher HopPtoD2), HopAll und HopF2 den MAP Kinase-Signalweg
(Espinosa et al., 2003; Zhang et al., 2007; Wang et al., 2010). HopAOL1 zeigt in vitro Protein-
Tyrosinphosphataseaktivitdt und kann in Tabak den durch die transiente Expression einer
konstitutiv aktiven MAPKK, initiierten Zelltod unterdriicken (Espinosa et al., 2003). Espinosa
et al. zeigen in ihrer Arbeit ebenfalls, dass die Unterdriickung des durch Infektion mit P.
syringae ausgeldsten Zelltodes von der Tyrosin-Phosphataseaktivitat abhangig ist.

HopAIl inaktiviert in Arabidopsis eine durch PAMP-Erkennung aktivierte MAP Kinase
durch das Entfernen eines Phosphatrestes durch die ihr eigene Phosphothreoninlyase-Aktivitat
(Zhang et al., 2007). Eine physikalische Interaktion von HopAll mit MPK3 und MPKG6
konnte gezeigt werden. Und schliellich HopF2, eine ADP-Ribosyltransferase, inhibiert die
Phosphorylierung von MAP Kinasen. Eine physikalische Interaktion mit MKKS5 ist essentiell
fur die Unterbrechung des Signalweges: HopF2 inaktiviert MKK5 und ADP-ribosyliert den
C-Terminus von MKKS5 in vitro (Wang et al., 2010).

PRRs sind die erste wichtige Barriere der PTI, sie gehdren daher zu den bevorzugten Zielen
von T3Es. So fordert beispielsweise der Effektor AvrPtoB aus P. syringae pv. tomato
DC3000 (PtoDC3000) in Arabidopsis den Abbau des Rezeptors FLS2 (Gohre et al., 2008).
Bereits seit einigen Jahren wird spekuliert, dass die beiden nicht homologen Effektoren
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AvrPtoB und AvrPtoB relativ frih in die Signaltransduktion eingreifen, da sie viele mit der
PTI verbundene Verdnderungen, wie beispielsweise die durch flg22 induzierte
Callosedeposition und Transkription, unterdriicken (Hauck et al., 2003; He et al., 2006; de
Torres et al., 2006). Die Untersuchung der Struktur von AvrPtoB zeigte, dass es sich um eine
Ubiquitin E3 Ligase handelt, die wahrscheinlich mit der wirtseigenen Ubiquitin Maschinerie
interagiert und fiir die Abwehr wichtige Proteine dem Abbau Uberfihrt (Janjusevic et al.,
2006; Abramovitch et al., 2006b). Und tats&chlich bestatigte sich diese Annahme: Zu diesen
Proteinen gehdren neben FLS2 beispielsweise Fen aus Tomate und CERK1, das nicht, wie
zuerst angenommen, nur bei der Chitin-Erkennung eine Rolle spielt (Rosebrock et al., 2007;
Ntoukakis et al., 2009; Gimenez-lbanez et al., 2009). AvrPtoB ist zwischen verschiedenen
Phytopathogenen, einschliellich Xanthomonaden, Erwinia, und in vielen Pseudomonaden,
konserviert (Abramovitch et al., 2003). Diese weite Verbreitung unterstreicht die wichtige
Rolle, die AvrPtoB bei der Unterdriickung der wirtseigenen Abwehr einnimmt. Auch bei
Sdugetieren ist bekannt, dass E3 Ligasen zur Immunantwort beitragen, indem sie
negative Regulatoren der PRR-Signaltransduktion degradieren und MAPKs und
Transkriptionsfaktoren aktivieren (Nicaise et al., 2009).

In resistenten Tomatenpflanzen werden AvrPto und AvrPtoB durch die physische Interaktion
mit der Proteinkinase Pto erkannt (Abramovitch et al., 2003). Dies und die Tatsache, dass
AvrPto ein kleines Triple-Helix-Protein ist, und so als Kinase-Inhibitor wirken kénnte, legte
die Hypothese nahe, dass die eigentlichen Virulenzziele von AvrPto Kinasedomanen sind,
beispielsweise die von PRR Proteinen (Xing et al., 2007). Und auch fir AvrPto bestatigte
sich, dass es, wie AvrPtoB, an die Rezeptoren FLS2 und EFR bindet. Jedoch ist der
Mechanismus der PTI-Unterdriickung hier ein anderer. In vivo inhibiert es Dosis-abhdngig
deren Autophosphorylierung (Xiang et al., 2008). Entgegen friherer Annahmen ist der
Korezeptor BAK1 kein direktes Ziel von AvrPto (Xiang et al., 2011).

Eine weitere Strategie flir Phytopathogene ist der Eingriff in die Hormon-Signalweiterleitung
der Pflanze. Beispielsweise dahnelt Coronatin, ein Phytotoxin, das von einigen
Pseudomonaden gebildet wird, strukturell Jasmonsdure (JA) - Derivaten. Es wird
angenommen, dass Coronatin das JA-Gleichgewicht stort, indem es den JA-Signalweg
imitiert und dadurch die durch SA ausgeldste Abwehrreaktion unterdriickt (Spoel und Dong,
2008).

Auch das Pflanzenhormon Auxin spielt eine Rolle bei der Pathogenitét. Dass es auch ein Ziel
fiir Effektorproteine sein kann, unterstiitzt die Beobachtung, dass die Uberexpression von

AvrRpt2, einem P. syringae Effektor, zu einem verénderten morphologischen Phanotyp fiihrt,
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den man von Auxin-Mutanten kannte (Chen et al., 2007). Tats&chlich war in solchen Pflanzen
ein erhdhter Gehalt von freier Indol-3-Essigséure (IAA) feststellbar. Darlber hinaus flihrte die
Zugabe von synthetischem Auxin zu verstarkter Suszeptibilitdt der Pflanzen gegenuiber P.
syringae, wéhrend Pflanzen mit Mutationen, die in der Auxin-Signaltransduktion
beeintrachtigt sind, starker resistent waren (Chen et al., 2007; Navarro et al., 2006). Dies

unterstreicht die Rolle von Auxin in der pflanzlichen Immunabwehr.

1.5.2  Induktion der spezifischen pflanzlichen Abwehr durch T3Es (ETI)

Fir Pflanzen ist es essentiell, sich auch gegen besser angepasste Phytopathogene schiitzen zu
kénnen. Sie haben daher als weitere Stufe der pflanzlichen Abwehr Resistenzmechanismen
entwickelt, heute auch als ETI (effector triggered immunity) bezeichnet, die Effektorproteine
spezifisch erkennen kénnen. Solche spezifischen Interaktionen sind bereits Mitte des vorigen
Jahrhunderts durch Harald Flor bei der Infektion von Flachs und Flachsrost beobachtet
worden, was als Grundstein fir die Gen-fur-Gen Hypothese gilt (Flor, 1955; 1971). Diese
besagt, dass fur ein spezifisches Resistenzprotein (R) der Pflanze ein passendes
Avirulenzprotein (Avr) existiert. Die direkte Interaktion der Beiden flhrt zu einer
inkompatiblen Interaktion und somit zum lokalen Zelltod (HR). Fehlt einer der beiden
Interaktionspartner, kann sich das Pathogen vermehren und Krankheitssymptome auslésen,
man spricht von einer kompatiblen Interaktion.

Im Gegensatz zur strukturellen Diversitat von T3Es, gehdren die meisten Resistenzproteine
zur grolRen Klasse der NB (nucleotide binding site)-LRR Resistenzproteine (Dangl und Jones,
2001). Einige dieser Rezeptoren erkennen die korrespondierenden Effektorproteine im
pflanzlichen Zytoplasma durch direkte Interaktion, man spricht hier vom Rezeptor-Liganden-
Modell (Jia et al., 2000; Dodds et al., 2006; Catanzariti et al., 2010). Weiter verbreitet scheint
jedoch das sogenannte Guard-Modell zu sein. Die NB-LRRs agieren als Wachter (Guardee)
fur wichtige Wirtsproteine. Erkennen sie eine Veranderung oder den Verlust des bewachten
Proteins, wird Zelltod ausgel6st (Jones und Dangl, 2006). Das Guard-Modell hat Ahnlichkeit
zu dem Konzept der bereits erwahnten DAMPs, bei dem die durch Pathogene hervorgerufene
Zerstorung von Wirtsproteinen wahrgenommen wird und dies eine Immunantwort auslost
(Lotze et al., 2007).
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Abbildung 3: Modelle der Erkennung von Effektoren durch R-Proteine. (A) Direkte Interaktion zwischen
Effektorprotein (E) und Resistenzprotein (R) fuhrt zur spezifischen Abwehr (ETI, effector triggered immunity)
und damit zur Resistenz der Pflanze. (B) Der Effektor bindet an sein Virulenzziel (V) und verdndert es. Besitzt
die Pflanze ein korrespondierendes R-Protein wird diese Veranderung erkannt und ETI wird ausgel6st. (C) Die
Pflanze hat ein dem eigentlichen Virulenzziel dhnliches Protein als Decoy (D, Falle) entwickelt. Die Bindung
des Effektors oder die Veranderung durch den Effektor wird in resistenten Pflanzen durch ein R-Protein erkannt
und ETI wird ausgelost. Das Pathogen hat von der Decoy-Effektor-Interaktion keinen Vorteil.

Ein klassisches Beispiel fir das Guard-Modell ist die Aktivierung des Resistenzproteins
RPM1 durch die Phosphorylierung des Wirtsproteins RIN4 (RPML1 interactor 4), einem
negativen Regulator der basalen Abwehr in Arabidopsis (Mackey et al., 2002; DeYoung und
Innes, 2006). Die Phosphorylierung mit Hilfe der Proteinkinase RIPK wird durch die P.
syringae Effektoren AvrRpm1 und AvrB ausgel6st und fuhrt zur Resistenzreaktion (Liu et al.,
2011).

Eine Variation des Guard-Modells ist das Decoy-Modell. Dabei ist das bewachte Protein kein
eigentliches Virulenzziel, sondern ein Kdder, der ein Virulenzziel des Effektors nachahmt
(Abbildung 3). Der Unterschied besteht also in erster Linie darin, ob das Pathogen von der
Interaktion oder Modifikation einen Nutzen hat oder nicht (van der Hoorn und Kamoun,
2008). Beispiele fur dieses Modell sind die Resistenzproteine Prf und Bs3: Die T3Es AvrPto
und AvrPtoB werden im Zytoplasma resistenter Tomaten von einem Komplex bestehend aus
der Serin-Threonin Protein Kinase Pto und dem NB-LRR Protein Prf erkannt (Zipfel, 2009).
Pto ist der Kinase Fen, einem der eigentlichen Zielproteine von AvrPtoB, sehr dhnlich und
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wird durch AvrPtoB nicht abgebaut, da es dessen E3 Ligasedoméne inaktiviert (Ntoukakis et
al., 2009). Dieser programmierte Zelltod benétigt in Tomate und N. benthamiana die MAP
Kinase Kinase Kinase (MAPKKKua) als positiven Regulator und die Aktivierung eines 14-3-3
Proteins (del Pozo et al., 2004; Oh et al., 2010).

Auch der als Transkriptionsaktivator wirkende T3E AvrBs3 aus Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria wird in Pflanzen mit dem Bs3-Resistengen erkannt und I6st eine spezifische
Abwehrreaktion aus (Bonas et al., 1993). Jedoch scheint eines der eigentlichen Virulenzziele
das zur ZellgroRenregulierung beitragende Protein Upa20 zu sein, dessen Transkription
AvrBs3 spezifisch induziert (Kay et al., 2007). Bindet AvrBs3 jedoch an den &hnlichen
Promotor von Bs3, das fur ein ungewdhnliches Resistenzprotein, eine Flavin-
Monooxygenase, kodiert, wird durch dessen Expression ein schneller lokaler Zelltod
ausgelost (Romer et al., 2007a).

Die Reaktion, die der Erkennung eines T3Es durch eine resistente Pflanze folgt, unterscheidet
sich in vielen Punkten nicht von der PTI (Boller und Felix, 2009 und darin erwdahnte
Referenzen). Sie ist durch Akkumulierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), phenolischer
Substanzen, antimikrobieller Proteine und Phytoalexine charakterisiert, bendtigt MAPK-
Kaskaden und gipfelt in lokaler Apoptose (HR) im Infektionsbereich (Park, 2005). Diese sehr
starke und schnelle Zellantwort, die auch durch die Aktivierung der SA-Signaltransduktion
charakterisiert ist, stellt eine extrem erfolgreiche Strategie bei der Bekdmpfung von
biotrophen Pathogenen dar (Glazebrook, 2005). Darlber hinaus gibt es jedoch auch SA-
unabhangige Signalwege, z.B. den von EDS1 (enhanced disease susceptibility-1; Parker et
al., 1996) abhangigen Weg, der ebenfalls zur HR fuhrt (Bartsch et al., 2006). So wurde
beschrieben, dass EDS1 und SA in redundanter Weise die Resistenzgen-vermittelte

Signaltransduktion regulieren (Venugopal et al., 2009; Straus et al., 2010).

1.5.3 Unterdruckung der ETI durch Effektorproteine

Fur die Pathogene ist es Uberlebenswichtig auch gegen diese spezifische Abwehr Strategien
zu entwickeln. Einige T3Es unterdriicken speziell die ETI. Beispiele hierfir sind die
Pseudomonas-Effektoren HopF2, HopZ1a und AvrPtoB.

Das Zielprotein von HopF2 ist beispielsweise der Guardee RIN4. Durch direkte Interaktion
von HopF2 mit RIN4 wird die normalerweise durch AvrRpt2 hervorgerufene Spaltung von
RIN4 unterdrickt und somit die Erkennung durch das Resistenzprotein RPS2 verhindert
(Wilton et al., 2010).

HopZla gehort zur HopZ Effektorfamilie von Cysteinproteasen und lost selbst eine
spezifische Abwehrreaktion in Arabidopsis aus. Bemerkenswerterweise ist diese
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Abwehrreaktion der Pflanze unabhéngig von SA, EDS1, JA und Ethylen-abhangigen
Signalwegen. Dartber hinaus reduziert HopZ1a die durch den Effektor AvrRpt2 ausgeltste
Expression von PR1 und PR5 drastisch und interagiert mit den Signalwegen der durch
AvrRpt2-, AvrRps4- oder AvrRpm1 ausgeldsten ETI, was auf eine Virulenzfunktion hinweist
(Macho et al., 2010). Diese Funktion ist ebenfalls abhangig von der Cysteinproteinasektivitat.
Wie bereits in Kapitel 1.5.2 erwéhnt, 16st AvrPtoB in Tomatenpflanzen mit dem
korrespondierenden Resistenzgen Pto eine Resistenzreaktion aus, die Reaktion bleibt jedoch
in pto-Pflanzen aus. Ein verkiirztes Derivat von AvrPtoB ohne C-Terminus (Ligasedomane;
Abramovitch et al., 2006b) war jedoch wieder in der Lage eine Abwehrreaktion in pto-
Pflanzen hervorzurufen. Diese ,,neue* Reaktion ist von einem weiteren Resistenzgen — Rsb —
abhangig. Das Volllangenprotein AvrPtoB ist also in der Lage, die Erkennung durch Rsb zu
unterdriicken (Abramovitch et al., 2003).

So entwickeln sich in einer Art Wettrlsten der Evolution immer neue Abwehrstrategien der
Pflanzen und immer neue Wege der Phytopathogene, diese Abwehr zu umgehen. Ein auf

lange Sicht spannendes Thema der Forschung.

1.6 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Vertreter der Gattung Xanthomonas sind aerobe Gram-negative stibchenférmige y-Proteo
Bakterien und losen eine Vielzahl verschiedener Pflanzenkrankheiten aus. Dazu gehdren
beispielsweise die WeiRblattrigkeit auf Reis, ausgeldst durch Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
die Adernschwarze auf verschiedenen Kohlgewdachsen durch Xanthomonas campestris pv.
campestris oder der Zitruskrebs auf verschiedenen Zitrusgewdchsen durch Xanthomonas
axonopodis pv. citri als wirtschaftlich wichtigste Vertreter. Xanthomonaden sind in der Regel
durch das Pigment Xanthomonadin gelb geférbt. Es trdgt zum Schutz vor photochemischen
Schaden bei und eine Verbesserung des epiphytischen Uberlebens und der Infektionsrate
konnte bei Xcc beobachtet werden (Rajagopal et al., 1997; Poplawsky et al., 2000). Ein
wichtiger und im Hinblick auf die Pathogen-Wirts-Interaktion bereits sehr gut
charakterisierter Modellorganismus ist Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ( Xcv ), der
Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit auf Paprika (Capsicum annuum) und Tomate
(Solanum lycopersicum; Abbildung 4). Xcv persistiert an Pflanzenresten in Boden und ist auch
bereits im Aerosol von Feldern nachgewiesen worden (Mclnnes et al., 1988), wo es besonders

in feuchtwarmen Gebieten und bei friiher Infektion zu hohen Ernteausfallen bei Tomate und
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Abbildung 4: Bilder der Infektion mit Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Nachdem Xcv in die Pflanze
eingedrungen ist, kommt es zur lokalen Vermehrung im Interzellularraum (E und F zeigen
elektronenmikroskopische Aufnahmen. F ist zur Verdeutlichung koloriert). Es kommt zur Ausbildung von
wassrigen Lé&sionen und nekrotischen Flecken auf (A-B) Tomaten und (C-D) Paprika. (Bildquellen: (A): J. B.
Jones, University of Florida, photo gallery (B, D): USDA Cooperative Extension Slide Series, (C): T. A. Zitter,
Cornell University (E, F): D. Girlebeck, G. Hause

Paprika fiihren kann (Dougherty, 1978; Bashan et al., 1985). Bei Regen oder durch
Kulturarbeiten kann Xcv durch Spalt6ffnungen, Hythatoden oder kleine Wunden in die
Pflanze eindringen und lokal Krankheitssymptome auslésen. Die Bakterien vermehren sich im
Interzellularraum von suszeptiblen Pflanzen zu hohen Dichten (Abbildung 4 e, f). Die
Krankheitssymptome werden anfangs als wassrige Lé&sionen und spater als nekrotische
Flecken sichtbar (Abbildung 4).
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Ob die Pflanzen Krankheitssymptome ausbilden oder gesund bleiben, hangt vom
Zusammenspiel der verschiedenen T3Es und pflanzlichen Rezeptoren in verschiedenen
Kultivaren von Paprika oder Tomate ab. Mittlerweile sind mehr als 30 T3Es und Kandidaten
in Xcv identifiziert worden (Tabelle 1, Bonas unverdffentlichte Daten). Die Ersten wurden
aufgrund ihrer Avirulenzaktivitét identifiziert, beispielsweise AvrBsl und AvrBs3, weitere
wegen ihrer Koregulation mit dem T3SS in einem cDNA-AFLP-Screen, z.B. XopJ und
XopB; schlielllich wurden viele Effektoren erst nach der vollstdndigen Sequenzierung des
Xcv-Genoms entdeckt, beispielsweise XopG und XopEl (Ronald und Staskawicz, 1988;
Bonas et al., 1989; Noél et al., 2001; Thieme, 2006; Thieme et al., 2007). Eine Auflistung

bekannter Typ I11-Effektoren aus Xcv ist Tabelle 1 zu entnehmen.

1.7 Vorarbeiten und Ziele der Arbeit

Vor Beginn dieser Arbeit waren 3 neue Effektorprotein-Kandidaten isoliert worden: XopG
(XCV1298; Akzessionsnummer: CAJ22929), XopH (XCVd0105; Akzessionsnummer:
CAJ19917) und Xopl (XCV0806; Akzessionsnummer: CAJ22437). Fur alle konnte gezeigt
werden, dass sie ein Typ Il1-Sekretionssignal besitzen und somit hrp-abhangig sekretiert und
in die Pflanzenzelle transloziert werden (Thieme, 2006). XopG und XopH waren aufgrund
von Homologien zu bekannten Effektorproteinen HopH1 bzw. HopAO1 aus Pseudomonas
syringae (siehe auch 1.5.1) identifiziert worden; XopG weist dariiber hinaus einen stark vom
Genom abweichenden GC-Gehalt auf (52.% im Vergleich zum genomweiten Durchschnitt
von 64.75%) und ist durch mobile genetische Elemente und ein tRNA-Gen flankiert (Thieme
et al., 2005; Thieme, 2006).

XopG ist ein im Vergleich zu anderen Effektoren kleines Protein, bestehend aus 213
Aminosduren. Es ist auf dem Chromosom von Xcv kodiert und besitzt keine PIP-Box im
Promotorbereich. Es ist bereits gezeigt worden, dass xopG unabhéngig von HrpG und HrpX
konstitutiv exprimiert wird (Thieme, 2006). Homologiesuchen zeigen, dass XopG Homologie
zur Proteasedoméne von Neurotoxinen, wie Tetanus- und Botulinumtoxin aus Clostridium
aufweist (Abbildung 5, Altschul et al., 1997). Insbesondere ein Zinkbindemotiv mit der
Konsensussequenz HE(X),H(X)nEE ist zwischen Proteinen dieser Art konserviert (Abbildung
5; Lalli et al., 2003). Es wird daher angenommen, dass es sich bei XopG ebenfalls um eine
Zink-Metalloprotease handeln kénnte (Thieme, 2006).
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Tabelle 1: Bekannte Typ I11-Effektorproteine aus Xcv.

Vorhergesagte Funktion und

Effektor Homologie . Referenzen
Motive
AvrBsl AvrA unbekannt (Escolar et al., 2001; O Garro et al.,
1997; Ronald und Staskawicz, 1988)
AvrBs2 UgpQ® Diesterase (Kearney und Staskawicz, 1990;
Swords et al., 1996)
AvrBs3 AvrBs4® Transkriptionsfaktor (Bonas et al., 1989; Kay et al., 2007)
AvrBs4 AvrBs3® Transkriptionsfaktor (Bonas et al., 1993; Giirlebeck et al.,
2009)
AvrBsT YopJ* Protease / Acetyltransferase C55 (Ciesiolka et al., 1999; Escolar et al.,
2001; Minsavage et al., 1990)
AVIRxv YopJ* Protease / Acetyltransferase C55 (Ciesiolka et al., 1999; Whalen et al.,
2008)
AvrXv3 HopAF1* unbekannt (Astua-Monge et al., 2000a)
AvrXv4 YopJ* SUMO-Protease / Acetyltransferase (Astua-Monge et al., 2000b; Roden et
C55 al., 2004a)
HpaA Unbekannt (Huguet et al., 1998; Lorenz et al.,
2008)
XopB HopD1! Armadillo Repeats (Noél et al., 2001); diese Arbeit
XopC Phosphoribosyltransferase (Noél et al., 2003)
XopD Ulp1® SUMO-Protease, C48 (Hotson et al., 2003; Kim et al., 2008;
Noél et al., 2002)
XopE1l HopXx* N-Myristoylierungsmotiv (Thieme et al., 2007)
XopE2 HopX* N-Myristoylierungsmotiv (Thieme et al., 2007)
XopF1 XopF2? Unbekannt (Roden et al., 2004b)
XopF2 XopF1® Unbekannt (Roden et al., 2004b)
XopG HopH1! Zink-Metalloprotease (Thieme, 2006); diese Arbeit
XopH HopAO1! Tyrosinphosphatase (Thieme, 2006); diese Arbeit
Xopl F-Box (Thieme, 2006); diese Arbeit
XopJ YopJ* Protease / Acetyltransferase C55 (Noél et al., 2003; Thieme et al., 2007)
XopN HopAU1* Unbekannt (Roden et al., 2004b)
XopO HopK1* Unbekannt (Roden et al., 2004b)
AvrRps4!
XopP Unbekannt (Roden et al., 2004b)
XopQ HopQ1* Nukleosid Hydrolase (Noél et al., 2001; Roden et al., 2004b)
XopX HopAE1* Supprimiert Abwehr in N. (Metz et al., 2005)
benthamiana
Ecf HopAE1* early chlorosis factor (Morales et al., 2005)

1 = P. syringae, 2 = E. coli, 3 = X. campestris, 4 = Yersinia spp., 5 = Saccharomyces cerevisiae. Die fett
gedruckten Effektorproteine sind Bestandteil dieser Arbeit.
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L-Kette Aktivierung H-Kette
durch Spaltung

Neurotoxin

Proteaseaktivitat Porenbildung  Spezifische
Bindung

=Zn

XopG

Abbildung 5: XopG hat ein Zink-Bindemotiv und ist homolog zur Proteasedoméne von Neurotoxinen.
Neurotoxine setzen sich aus einer schweren (H) und einer leichten (L) Kette zusammen. Die L-Kette beherbergt
das Zink-Bindemotiv und besitzt Proteaseaktivitat. Die H-Kette, die spater abgespalten wird, besteht aus einer
Domane, die die spezifische Bindung an Nervenzellen vermittelt und einer Doméne, die fiir die Porenbildung
verantwortlich ist. Verbunden sind beide Ketten durch eine Disulfidbriicke (SS). XopG ist homolog zur
Proteasedoméne der Neurotoxine und besitzt ebenfalls ein Zink-Bindemotiv mit den konservierten Aminosauren
HE--H---//---EE.

XopH ist auf dem groften Plasmid von Xcv 85-10 (pXCV183) kodiert, direkt stromaufwarts
des Effektorgens avrBsl, besitzt eine PIP-Box im Promotorbereich und ist ebenfalls von
mobilen Elementen flankiert (Thieme et al., 2005). Blast-Analysen haben gezeigt, dass es
XopH-Homologe in vielen Pseudomonaden und Xanthomonaden gibt (NCBI; Altschul et al.,
1997). In Vorarbeiten ist gezeigt worden, dass xopH HrpG- und HrpX-abhangig induziert
exprimiert wird (Thieme, 2006). XopH ist ein Effektorprotein mittlerer GrofRe und besteht aus
356 Aminosduren. Die Analyse der Aminosduresequenz ergab eine Homologie zu
Tyrosinphosphatasen, denen ein konserviertes aktives Zentrum mit der Konsensussequenz
HC(N).G(N).RT eigen ist (Hallé et al., 2007). Vor kurzem konnte fur XopH, wie bereits
zuvor fur das homologe Effektor HopAOl aus P. syringae pv. tomato, eine
Tyrosinphosphataseaktivitat nachgewiesen werden (Espinosa et al., 2003; Bretz et al., 2003;
Potnis et al., 2012). Ein Ausschnitt des Alignments von XopH und HopAO1 mit dem aktiven
Zentrum ist in Abbildung 12 dargestellt.

Xopl ist ein im Vergleich zu anderen Effektoren gréferes Protein, bestehend aus 451
Aminosauren. Es ist auf dem Chromosom von Xcv kodiert und besitzt eine PIP-Box im
Promotorbereich. Die Expression von xopl wird HrpG- und HrpX-abhangig induziert
(Thieme, 2006). Xopl konnte aufgrund des VVorkommens eines eukaryotischen Motivs, der F-
Box, identifiziert werden (Thieme, 2006). Die F-Box wurde in eukaryotischen Proteinen

nachgewiesen, die Teil des Ubiquitin-Proteasoms sind (Ho et al., 2008). AuRerdem wurden 4
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Sequenzwiederholungen (Repeats) vorhergesagt (Thieme, 2006, Abbildung 6). Diese Repeat-
Strukturen koénnten magliche Interaktionsflachen der direkten Interaktion von Xopl mit
Proteinen sein. Es wurde daher spekuliert, dass Xopl zur Steigerung der Virulenz von Xcv in
die Proteindegradation der Wirtspflanze eingreift, indem es ein bestimmtes Protein zum SCF-
Komplex (Skp1/Cullin/E-Box Protein; (Ho et al., 2008) rekrutiert (Thieme, 2006).

A)

F-box Repeats Repeats
Xopl
100 200 300 400 aa
B)
Repeats
127- 151 .. R.SEQIL.RGYGRLAA. ..RIPs1PQAQRF

152- 184 .EAFTAV..LNH.ATRhSGNMAfRVVARLTDDLGCLP........
310- 341 OQOAYAQL..AEH.LAR.SGDGA.EALTHLVALLNRLP........
347- 386 QAAFRELtrAVHaLDS.TESGA.AVLRRLAGAL. ..PhgPAAVRY

Konsensus: g Af 1 a H 1l R Se gA rvl RLaa L rlP p ar

Abbildung 6: Struktur von Xopl. (A) Xopl besteht aus 450 Aminosauren und hat eine vorhergesagte F-Box
(lila, aa 47-96) und Repeat-Strukturen (grin). (B) Alignment der vorhergesagten Repeats (RADAR,
http://www.ebi.ac.uk/Radar/). Grau unterlegt sind die in mindestens drei Repeats (bereinstimmenden
Aminoséuren.

Ziel dieser Arbeit war es, die drei genannten Effektorproteine XopG, XopH und Xopl
phanotypisch und molekular zu charakterisieren. Spater sollte sich, je nach Verlauf der
Experimente, auf die molekulare und funktionelle Charakterisierung eines Kandidaten
konzentriert werden. Hier war es zundchst interessant, mégliche Phénotypen der Effektoren
aufzuspiren und anschlielend die Zielkompartimente in der Pflanzenzelle zu identifizieren,
um Hinweise auf die Funktion des entsprechenden Effektors in der Pflanze und den
maoglichen Wirkort in der Pflanzenzelle zu erhalten. Anschlielend sollte nach pflanzlichen
Zielproteinen mittels Hefe-2-Hybrid Screening gesucht und versucht werden, Interaktionen in
der Pflanze zu verifizieren. SchlieBlich war es Ziel, einen moglichen Einfluss einzelner
Interaktoren auf die Aktivitat des Effektors in der Pflanze durch Gen-Silencing-Experimente

Zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterien, Medien und Antibiotika

Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind in den Tabellen 2 und
3 aufgefiihrt. Die Kultivierung des Bakteriums Escherichia coli erfolgte in LB Medium
(Bertani, 1951; Miller, 1972) bei 37°C. Transformierte E. coli Zellen wurden zuerst im
néhrstoffreicheren SOC Medium (Invitrogen) aufgenommen. Das Einbringen von Plasmiden
erfolgte bei E. coli und Agrobacterium durch Elektroporation, bei Xanthomonas durch
Konjugation (Triparentales Mating) unter Verwendung des Helferplasmids pRK2013
(Figurski und Helinski, 1979). Xanthomonas-Stdmme wurden in NYG Medium (Daniels et
al., 1984) bei 30°C angezogen. Die Kultivierung von Agrobakterien erfolgte ebenfalls bei 30
°C in YEB-Medium (Vervliet et al., 1975). Um feste Medien zu erhalten wurde jeweils 1.5%
Agar zugesetzt bzw. 1% fur die Konjugationsexperimente.

Zum Lagern bei —80°C wurde dem jeweiligen Medium DMSO in einer Endkonzentration von
7% zugegeben. Die Bakterien wurden mit folgenden Antibiotika in den angegebenen

Konzentrationen selektiert:

Antibiotikum Endkonzentration

Ampicillin (Ap) 100 pg/ml in festen Medien
50 pg/ml in fliissigen Medien

Gentamycin (Gm) 15 ug/ml

Hygromycin (Hyg) 100 pg/ml

Kanamycin (Km) 25 pg/ml

Rifampicin (Rf) 100 pg/ml

Spectinomycin (Sm) 100 pg/ml
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Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme.

Organismus

relevante Eigenschaften

Referenzen

Escherichia coli

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

Invitrogen GmbH,

TOP10 @80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
Karlsruhe, Deutschland
A(araleu)7697 galU galK rpsL endAl nupG
HB101 Helferstamm fur die Konjugation; (Boyer und Roulland-
(pPRK2013) enthalt Plasmid mit tra-Funktion Dussoix, 1969)
Stratagene, Heidelberg,
BL21(DE3) F~ompT hsdSB (rB” mB"~) gal dcm (DE3)
Deutschland
F- gyrd62 endA A(srl-recA) mcrB mrr )
Invitrogen GmbH,
DB 3.1 hsdS20 (rB-, mB-) supE44 arald galK2

lacY1 proA2 rpsL20(StrR) xyl5 A- leu mtll

Karlsruhe, Deutschland

X. campestris pv. vesicatoria

Paprika-Tomatenrasse 2; Wildtyp; tragt
85-10 ) (Canteros, 1990)
avrBsl; Rif'
genomische xopG-Mutante, 201 bp mit Teil
Xcv 85-10AxopG | des Promotors und nt 1-56 von xopG wurden | diese Arbeit
deletiert, Rif'
genomische xopH-Mutante, 580 bp kodierend
Xcv 85-10AxopH | fur die Aminosdauren 1-194 wurden deletiert, | diese Arbeit
Rif'
genomische xopH-Mutante, Frameshift, der | )
Xcv 85-10xopH ™ ) | diese Arbeit
zu frilhem Stop nach Aminosaure 4 fiihrt, Rif’
genomische xopl-Mutante, Deletion von Start | _
Xcv 85-10Axopl diese Arbeit

bis Stop, Rif'

Xcv 85-10AxopB

genomische xopB-Mutante, Deletion von

(Noél et al., 2001)

xopB, Rif'
Xcv 85-10AxopB | Kombination von Deletion von xopB und | _
o ) diese Arbeit
xopH~ frameshift in xopH, Rif'
85-10-Derivat mit hrpG*-Mutation, woraus (Wengelnik et al., 1996;
85* konstitutive ~ Expression  der  hrp-Gene | Wengelnik et al., 1999)
resultiert, Rif'
Xcv 85*AhrcV

Deletion in hrcV; T3SS defizient, Rif’
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hrpB-Deletionsmutante von 85-10;
85-10AhpaB 420 bp kodierend fir die Aminosauren 13- | (Buttner et al., 2004)
149 von HrpB wurden deletiert, Rif'

Paprika-Tomatenrasse 1; Wildtyp; tragt _
82-8 ) (Wengelnik et al., 1999)
avrBs3 und avrBs4; Rif'

82-8 Derivat mit hrpG*-Mutation, woraus
82* konstitutive  Expression der  hrp-Gene | (Wengelnik et al., 1999)
resultiert, Rif'

75-3 Tomatenrasse 1, Wildtyp; Rif' (Minsavage et al., 1990)

Agrobacterium tumefaciens

(Van Larebeke et al.,

GV3101 Gm', Rif"
1974)

2.2 Pflanzenmaterial und Wachstumsbedingungen

In dieser Arbeit wurden die Paprikapflanzen Capsicum annuum der Kulturvarietat Early
Californian Wonder (ECW) und verschiedene nahezu isogene Linien verwendet, in die
jeweils ein Resistenzgen eingekreuzt worden ist: ECW, ECW-10R (Bsl), ECW-20R (Bs2)
und ECW-30R (Bs3) (Minsavage et al., 1990; Kousik und Ritchie, 1998). Die Pflanzen
wurden bei 26 °C, einer relativen Luftfeuchte von 65 % und einer 16-stiindigen Lichtperiode
im Gewéachshaus angezogen (Bonas et al., 1991).

Weiterhin wurden in dieser Arbeit Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum) der
Kulturvarietdt Moneymaker, N. benthamiana, Bs2-transgene N. benthamiana (Leister et al.,
2005), N-transgene N. benthamiana Linie 310A (Bendahmane et al., 1999), Nicotiana
tabacum, Nicotiana clevelandii, Nicandra physaloides, Petunia spec., Physalis alkekengi,
Physalis peruviana, Solanum americanum, Solanum nigrum, Solanum pseudocapsicum,
Solanum suaveolens und Solanum tuberosum mit Agrobakterien oder Xanthomonas-
Stammen inokuliert. Diese Pflanzen wurden im Gewachshaus bei 25°C und 60 % relative
Luftfeuchte am Tag und 19°C und 40 % relative Luftfeuchte in der Nacht angezogen.

2.3 Inokulation von Pflanzen mit Bakterienstimmen

Fur die Inokulationen wurden Xanthomonas-Stamme frisch auf NYG-Agar ausgestrichen und
nach 2-tdgigem Wachstum in 10 mM MgCI2 resuspendiert. Die Bakteriensuspensionen
wurden auf Konzentrationen zwischen 1 x 10° cfu/ml (ODggo = 0,001) und 4 x 10® cfu/ml

(ODgoo = 0,4) eingestellt. Die Infiltration erfolgte in vollstandig entwickelte Bléatter der zu
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testenden Pflanzen. Die Bakteriensuspension wurde mit Hilfe einer kanllenlosen 1 ml
Einwegspritze durch leichten Druck in die Blattunterseite in den Apoplasten inokuliert.
Infizierte Pflanzen wurden in eine Phytokammer tberfiihrt (Series 101, Percival Scientific), in
der 28 °C am Tag und 26 °C in der Nacht bei einer relativen Luftfeuchte von 80% herrschten.
Agrobakterien wurden (ber Nacht in flussigem YEB-Medium unter Verwendung der
entsprechenden selektiven Antibiotika angezogen, vom Medium durch Zentrifugation
getrennt und in Infiltrationsmedium (20 mM Zitronensdure, 2 % Saccharose, pH 5,2; 200 um
Acetosyringon; (Chung et al., 2004) auf die gewtinschte ODggo (0,1-1) eingestellt. Pflanzen
die mit Agrobacterium inokuliert wurden, verblieben im Gewdchshaus. Hypersensitive
Reaktionen waren 1-3 Tage nach Inokulation sichtbar. Die HR ist durch eine braunliche
Verfarbung und Kollaps des Blattgewebes sowie eine deutliche Abgrenzung des infiltrierten
Bereiches erkennbar. Krankheitssymptome wurden Uber einen langeren Zeitraum beobachtet.
Fur die Analyse der Zelltodsuppressionen wurden jeweils 2 Agrobakterienstimme
koinfiltriert. Agrobakterienstamme, die 35S-avrBs3, 35S-avrB, 35S-avrRxv, 35S-xopG oder
35S-xopJ in die Pflanze tbertragen, wurden mit einer finalen Bakteriendichte von 4x10°
cfu/ml inokuliert, und Stdmme, die 35S-xopH, 35S-xopB, 35S-hopD1 und deren Derivate
iibertragen, mit einer finalen Bakteriendichte von 6x10° cfu/ml. Fiir die Unterdriickung der
relativ schnellen und starken AvrBsT-HR wurden die Bakteriendichten zur besseren
Visualisierung des Suppressionseffekts angepasst. Agrobacterium, das 35S-avrBst Ubertrégt,
wurde mit einer Dichte von 3x10® und Agrobacterium, das 35S-xopB Ubertragt, mit einer
Dichte von 7x10® inokuliert.
Nach deutlicher Ausprdgung der Phanotypen wurden die Blatter entweder bei Tageslicht
fotografiert oder zur besseren Visualisierung der Phénotypen abgetrennt und in Ethanol
mindestens 4 h bei 65 °C gebleicht. Um die bei der HR entstehenden phenolischen
Substanzen sichtbar zu machen, wurden Blatter unter UV-Licht fotografiert (Park, 2005).
Fiir in planta-Wachstumskurven wurden Bakterien mit einer Konzentration von 10 cfu/ml in
Blatter von ECW-Paprikapflanzen inokuliert. Die Bestimmung des bakteriellen Wachstums
erfolgte wie zuvor beschrieben (Bonas et al., 1991), die Zerkleinerung der Blattscheiben
erfolgte mit einer Kugelmiihle (Rentsch GmbH, Haan, Germany) in 100 ul 10 mM MgCl; bei
30 Hz fir 40 Sekunden. Die Experimente wurden mindestens dreimal durchgefuhrt. Fir die
Translokationsexperimente wurden die Bakterien mit 4 x 10® cfu/ml wie zuvor beschrieben in
die Blétter infiltriert (Noél et al., 2003).
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Tabelle 3: Verwendete Plasmide.

Plasmid Resistenz | Verwendungszweck Referenz
Erstellen von genomischen | (Schéfer et al.,
pK18mobsacB Km ) )
Deletionsmutanten in Xcv 1994)
zur Erstellung der xopG-
pK18mobsacB:AxopG Km Deletionsmutante, 2.7Kb EcoRV- | diese Arbeit
Fragment in Smal-sites kloniert
pK18mobsacB::AxopH | Km zur Erstellung der xopH-Deletionsmutante | diese Arbeit
zur Erstellung der xopH- early stop | )
pK18mobsacB::xopH™ Km diese Arbeit
Mutante
pK18mobsacB::Axopl Km zur Erstellung der xopl-Deletionsmutante | diese Arbeit
Entry-Vektor, zur Klonierung von PCR- | Invitrogen,
PENTR/D-Topo Km )
Produkten (attL flankiert) Karlsruhe, D
volle Lange, ohne Stop, fur C-terminale | )
PENTR/D-X0pG ey Km ) diese Arbeit
- Fusionen
volle Lénge, mit Stop, fir N-terminale | )
PENTR/D-x0pG siop Km ) diese Arbeit
- Fusionen
volle Léange, ohne Stop, fir C-terminale | )
PENTR/D-X0pH ey Km ) diese Arbeit
B Fusionen
volle Lange, mit Stop, fir N-terminale | ]
PENTR/D-X0pH siop Km ) diese Arbeit
B Fusionen
volle Lange, ohne Stop, fur C-terminale | )
PENTR/D-x0pl (e Km ) diese Arbeit
- Fusionen
volle L&nge, mit Stop, fir N-terminale | )
PENTR/D-x0pl stop Km ) diese Arbeit
- Fusionen
F-Box-Fragment ohne Repeats, als Koder | )
PENTR/D-F-Box Km ) diese Arbeit
imY2H
PENTR/D-I-rep Km Repeat-Fragment, als Kéder im Y2H diese Arbeit
) C. Caldana,
volle Lé&nge, ohne Stop, fur C-terminal
pPENTR/D-xopB Km ) U.Bonas
Fusionen
unveroffentlicht
PENTR/D-SPRY Km volle Lange, ohne Stop diese Arbeit
PENTR/D-RRM Km volle Lange, ohne Stop diese Arbeit
PENTR/D-SPRY1 Km Fragment flr Silencing diese Arbeit
PENTR/D-SPRY?2 Km Fragment flr Silencing diese Arbeit
PENTR/D-RRM1 Km Fragment fir Silencing diese Arbeit
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Plasmid Resistenz | Verwendungszweck Referenz
pPENTR/D-Bip5 Km Fragment fir Silencing diese Arbeit
PENTR/D-Bip22 Km Fragment fir Silencing diese Arbeit
PENTR/D-Bip23 Km Fragment fir Silencing diese Arbeit
PENTR/D-Bip27 Km Fragment fir Silencing diese Arbeit
PENTR/D-Bip30 Km Fragment flr Silencing diese Arbeit
Gateway®-kompatibles pDSK602-Derivat | (Lorenz et al.,
pDGW4M Cm, Sm )
triple lacUV5:attR::4 x c-myc 2008)
zur Expression von XopG in Xcv mit4 x | )
pDGW4M-xopG Sm diese Arbeit
c-myc
zur Expression von XopH in Xcv mit 4 x | )
pDGW4M-xopH Sm diese Arbeit
c-myc
zur Expression von AvrBsl in Xcv mit4 x | .
pDGW4M-avrBsl Sm diese Arbeit
c-myc
zur Expression von Xopl in Xcv mit4 x c- | )
pDGW4M-xopl Sm diese Arbeit
myc
Km, Hyg, (Nakagawa et al.,
pGWB17 35S:attR::4xmyc
Cm 2007)
Km, Hyg, (Nakagawa et al.,
pGWB18 35S:4xmyc::attR
Cm 2007)
pGWB17-x0pG Km, Hyg | 35S: xopG::4xmyc diese Arbeit
pGWB18-x0pG Km, Hyg | 35S:4xmyc:: xopG diese Arbeit
pGWB17-xopH Km, Hyg | 35S: xopH::4xmyc diese Arbeit
pGWB18-xopH Km, Hyg | 35S:4xmyc:: xopH diese Arbeit
pGWB17-xopl Km, Hyg | 35S: xopl::4xmyc diese Arbeit
pGWB18-xopl Km, Hyg | 35S:4x myc:: xopl diese Arbeit
PGWB17-x0pHtz66a, Km, Hyg | 35S: xopHzesa.co67a::4X Myc diese Arbeit
C267A
pGWB17-x0pHcoe7a Km, Hyg | 35S: X0pHcoe7a::4X myc diese Arbeit
pGWB17-x0opHc2e7s Km, Hyg | 35S: XopHcze7s::4Xmyc diese Arbeit
pGWB15-xopB Km. H 35S:4xHA:: xopB, fur Suppressions- | Camila Caldana,
m,

Yo experimente genutzt unveroffentlicht
pGWB17-avrRxv Km, Hyg | 35S: avrRxv::4x myc diese Arbeit
pGWB17-xopD Km, Hyg | 35S: xopD::4x myc diese Arbeit
pGWB5-XopJ Km. H 35S Jeaf (Thieme et al.,

m, : xopJ::

Y9 pJ:gip 2007)

pVS4-avrBst Km Derivat von pBl1.4 1x myc (Escolar et al.,
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Plasmid Resistenz | Verwendungszweck Referenz
2001)
pGWB2-avrBsl (Glrlebeck et
Km, Hyg | 35S:avrBs2
al., 2009)
pGWBG6-xopC Bittner D.,
Km, Hyg | 35S:gfp::xopC .
unveroffentlicht
pPK7FWG2-xopE1 (Thieme et al.,
Km, Sm | 35S: xopELl::gfp
2007)
pPGWB5-x0pE2 f (Thieme et al.,
Km, Hyg | 35S: xopE2::gfp
2007)
pGWB20-xopF Thieme F.,
Km, Hyg | 35S:xopF:: 10x c-Myc Bonas U.,
unveroffentlicht
pVSF300 (Van den
Km, Hyg | 35S:avrBs3 in pVB60 Ackerveken et
al., 1996)
pVS200F ) (Ballvora et al.,
Km, Hyg | 30S:avrBs4 in pVB60
2001)
pMB-TMV p50 (Erickson et al.,
PPT 35S:TMV p50
1999)
pMD1-avrBs2 Km 35S:avrBs2 (Tai etal., 1999)
pGWB20-hpaA M. Egler, U.
Km, Hyg | C-terminal 10 x myc Bonas
unveroffentlicht
pGWB5-Bs3 (R6mer et al.,
Km, Hyg | 35S: bs3::gfp
2007a)
pGWB1-Bs3 ) (ROmer et al.,
Km, Hyg | native Promotor:bs3
2007a)
PGWB17-HopD1p, Km, Hyg | 35S: hopD1p,g:4x myc diese Arbeit
pGWB17-HopD1mp,y | Km, Hyg | 35S: hopDlpag::4X myc diese Arbeit
Km, Hyg, ) S. Schornack,
pPNESI-GW pGWB5-Derivat; 35S:NES::attR::GFP ]
Cm unveroffentlicht
Km, Hyg, ) S. Schornack,
PINES-GW pGWB5-Derivat; 35S: attR::NES:: GFP ]
Cm unveroffentlicht
pPNESI-xopG Km, Hyg | 35S:NES::xopG::GFP diese Arbeit
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Plasmid Resistenz | Verwendungszweck Referenz
pNESI-xopH Km, Hyg | 35S:NES::xopH::GFP diese Arbeit
PINES-xopG Km, Hyg | 35S: xopG::NES:: GFP diese Arbeit
pINES-xopH Km, Hyg | 35S: xopH::NES:: GFP diese Arbeit

Km, Sm, | 35S:eGFP::attR, fur transiente Expression | (Karimi et al.,
pK7WGF2 _ _ _

Cm von GFP-Fusionen mittels Agrobacterium | 2002)

Km, Sm, | 35S:attR::GFP, fir transiente Expression | (Karimi et al.,
pPK7FWG2 _ _ _

Cm von GFP-Fusionen mittels Agrobacterium | 2002)
pPK7WGF2-x0pG siop Km, Sm 35S:eGFP::xopG diese Arbeit
pK7FWG2-xopG Km, Sm | 35S:xopG::eGFP diese Arbeit
PK7WGF2-x0pGans: Km, Sm | 35S:eGFP::xopGans: diese Arbeit
pK7WGF2-x0pGnjio7 Km, Sm | 35S:eGFP::x0pG n1o7 diese Arbeit
pK7FWG2-x0pGnio7 Km, Sm | 35S:xopG nyo7::€GFP diese Arbeit
pPK7WGF2-x0pGeios Km, Sm | 35S:eGFP::x0opG c106 diese Arbeit
PK7FWG2-x0pGsig Km, Sm | 35S:x0pGsiq::eGFP diese Arbeit
pK7WGF2-xopGsiq Km, Sm 35S:eGFP::xopGsig diese Arbeit
pPK7WGF2-x0pH siop Km, Sm 35S:eGFP::xopH diese Arbeit
pK7FWG2-xopH Km, Sm | 35S:xopH::eGFP diese Arbeit
PK7WGF2-x0pl _stop Km, Sm | 35S:eGFP::xopl diese Arbeit
pK7FWG2-xopl Km, Sm | 35S:xopl::eGFP diese Arbeit
pK7FWG2-xopB Km, Sm | 35S:xopB::eGFP diese Arbeit
PK7FWG2-HopD1p,g Km, Sm | 35S:hopD1pag::eGFP diese Arbeit
pK7FWG2-HopD1py Km, Sm 35S:hopD1mp,g::eGFP diese Arbeit
pBIN20-ER-mCherry (Nelson et al.,

Km ER-Fluoreszenzmarker

2007)
pBIN20-Golgi-mCherry ) (Nelson et al.,

Km Golgi-Apparat-Fluoreszenzmarker

2007)
35S:attR::c-myc-YN, Derivat von
(Schornack,
pSPYNE-35S-GW Km,Cm | pSPYNE (Walter et al., 2004), attR 2006)
kloniert Xbal/Xhol in MCS von pSPYNE
35S:attR::HA-YC, Derivat von pSPYCE
) (Anand et al.,
pSPYCE-35S-GW Km,Cm | (Walter et al., 2004), attR kloniert 2007)
Xbal/Xhol in MCS von pSPYCE
pSPYNE-xopG Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYNE-xopH Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYNE-LaminC Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
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Plasmid Resistenz | Verwendungszweck Referenz
pSPY CE-xopG Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPY CE-xopH Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYCE-LaminC Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYNE-WRKY1 Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pPSPYNE-LeArcAl Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYNE-Kinase Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYCE-WRKY1 Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYCE-LeArcAl Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYCE-Kinase Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYNE-SPRY Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYNE-RRM Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYCE-SPRY Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pSPYCE-RRM Km BiFC-Konstrukt diese Arbeit
pGBKT7 Km,Cm | ADH1.GAL4-BD-myc::MCS Clontech
LaminC, Spezifitatskontrolle fur
pGBKT7-LamC Km ) ) Clontech
Interaktionen in Hefe
) ) O. Kirchner und
pGBKT7-Derivat mit attR-Kassette und
pGBST7 Sm,Cm ] U. Bonas
Sm-Resistenz ]
unveroffentlicht
volle Lange Konstrukt als Koder im Hefe- | )
pGBST7-xopG Sm ) diese Arbeit
2-Hybridscreen
volle Lange Konstrukt als Koder im Hefe- | )
pGBST7-X0pGmut Sm ) diese Arbeit
2-Hybridscreen
volle Lange Konstrukt als Kéder im Hefe- | )
pGBST7-xopH Sm ) diese Arbeit
2-Hybridscreen
volle Lange Konstrukt als Kéder im Hefe- | )
pGBST7-xopl Sm ) diese Arbeit
2-Hybridscreen
pGBST7-F-Box Sm codiert fur N-terminale 127 AS von Xopl | diese Arbeit
pGBST7-1-rep Sm codiert fir C-terminale 347 AS von Xopl | diese Arbeit
volle Lange Konstrukt als Koder im Hefe- | )
pGBST7-xopB Sm ) diese Arbeit
2-Hybridscreen
pGADT7 Amp ADH1:GAL4-AD-HA Clontech
LaminC, Spezifitatskontrolle far | )
pGADT7-LamC Amp ) ) diese Arbeit
Interaktionen in Hefe
pPGAD-xopG Amp volle Léange, fir Interaktionsstudien diese Arbeit
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Plasmid Resistenz | Verwendungszweck Referenz
PGAD-x0pGg174a Amp volle L&nge, fur Interaktionsstudien diese Arbeit
pGAD-xopB Amp volle L&nge, fur Interaktionsstudien diese Arbeit

cDNA-Fragment, das fir Interaktor mit | )
pGADT7-Int124 Amp ) diese Arbeit
SPRY-Doméne kodiert

Interaktor mit SPRY-Domane in voller

pGADT7-SPRY Amp diese Arbeit
Lange
) o (Liu et al.,
pTRV1 Cm Teil des TRV Genoms fir Silencing
2002)
T. Lahaye, P.
Cm, Derivat von pTRV2 (Liu et al., 2002) anaye
pTRV2a ) ) o ) Romer
Amp mit zusétzlicher Ampicillinresistenz ) )
unveroffentlicht
pTRV2a-SPRY1 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit
pTRV2a-SPRY?2 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit
pTRV2a-RRM1 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit
pTRV2a-Bip5 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit
pTRV2a-Bip22 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit
pTRV2a-Bip23 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit
pTRV2a-Bip27 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit
pTRV2a-Bip30 Amp Fragment fur VIGS diese Arbeit

2.4 Gen-Silencing von Beuteproteinen in Paprika und N. benthamiana

Fur das Stilllegen von Genen in der Pflanze wurde Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS)
mit dem Tabakmosaikvirus (tobacco rattle virus, TRV) durchgefihrt (Liu et al., 2002; Chung
et al., 2004). Dieses basiert auf der Verwendung von 2 Plasmiden (pTRV1 und pTRV23;
Tabelle 3), die jeweils Teile des TRV-Genoms enthalten. Erst bei gemeinsamer Expression
der Gene in einer Pflanzenzelle entsteht ein infektioser Virus. Fragmente von 400-500 bp
Lange des jeweiligen stillzulegenden Gens wurden in antisense Orientierung in pENTRD-
Topo kloniert und anschlieffend durch Rekombination in den Vektor pTRV2a integriert. Die
so entstandenen Plasmide wurden in Agrobacterium transformiert. Die Infiltration fir das
Silencing erfolgte in ca. 3-4 Wochen alte Pflanzen (C. annuum oder N. benthamiana) mit
einem 1:1 Gemisch aus Agrobakterien ODgyp=0,8, die entweder pTRV2a mit dem jeweiligen
Silencing-Fragment Ubertragen oder pTRV1. Als Silencing-Kontrolle diente ein Fragment der
Phytoendesaturase (PDS) aus N. benthamiana, dessen Silencing zu einem lichtabhédngigen
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Ausbleichen der Bléatter TRV-infizierter Pflanzen fuhrt (Liu et al., 2002). Dies gibt einen Hinweis
darauf, wann das Silencing etabliert ist, und mit der Inokulation der Effektoren begonnen werden
kann. Insgesamt wurde wie zuvor bei Chung et.al, 2004 beschrieben vorgegangen. Als guter
Zeitpunkt fur die Inokulation stellte sich 3 Wochen nach der Infiltration der Silencing-

Konstrukte heraus.

2.5 Erzeugen von Effektor-Deletionsmutanten

Um eine Deletionsmutante der Effektors Xopl zu erstellen, wurden die xopl-flankierenden
genomischen Bereiche von ca. 1kb Lange mittels PCR aus dem Xcv Stamm 85-10 amplifiziert
und nebeneinander in die HindlIlI/EcoRI-Stellen des Suizidplasmids pK18mob::sacB kloniert.
Das entstandene Konstrukt pK18mobsacB::Axopl wurde in Xcv 85-10 und 85* konjugiert und
die Deletion durch zweifache Rekombinationsereignisse in das Genom integriert, wodurch
xopl in voller Lange deletiert wurde. Die so entstandenen potentiellen Xcv 85-10Axopl-
Deletionsmutanten wurden wie zuvor beschrieben analysiert (Huguet et al., 1998). Es wurden
bei allen in dieser Arbeit hergestellten Deletionsmutanten zunéchst jeweils drei unabhéangige
Deletionsmutanten analysiert. Verhielten sich diese identisch, wurde fiir weitere Experimente
ein Stamm ausgewahlt.

Um eine Deletionsmutante des Effektors XopH, Xcv 85-10AxopH, zu erhalten, wurde wie fur
Xopl beschrieben vorgegangen, mit dem Unterschied, dass, um den potentiellen Promotor des
im Genom stromabwirts von XopH kodierten Effektors AvrBs3 zu erhalten, nur der 5°-
Bereich des xopH Gens (1-580) deletiert wurde (pK18mobsacB::AxopH). Zusitzlich wurde in
gleicher Weise eine frameshift-Mutante, die gleichzeitig zu einem frihen Stop nach 4
Aminosduren fihrt, erstellt (pK18mobsacB::xopH™). Hierbei wurde ebenfalls eine EcoRI-
Restriktionsschnittstelle integriert, die eine einfache Suche nach Mutanten durch
Restriktionsverdau ermdglichte. Die Mutation wurde neben Xcv 85-10 auch in Xcv 85-
10AxopB eingefihrt, um mogliche kumulative Effekte beider HR-Suppressoren zu
untersuchen. Alle genutzten Oligonukleotide sind in Tabelle X aufgelistet.

Zum Erstellen der genomischen XopG-Mutante Xcv85-10AxopG, wurde von einem Cosmid
(pTrueBlue rop) welches ein 8 kb-DNA-Fragment aus Xcv85-10 enthielt, ein 2,7 kb groRes
EcoRV-Fragment mit xopG, ausgeschnitten und in die Smal-Stellen von pK18mob::sacB
kloniert. AnschlieBend wurde das Plasmid mit Xhol verdaut und religiert, wodurch ein 201 bp
Fragment entfernt wurde, das die ersten 56 Nukleotide von xopG mit einschlieft. Dies
resultierte im Konstrukt pK18mobsacB:AxopG. Die Integration der Deletion in das Genom
von 85-10 und 85* erfolgte wie zuvor beschreiben.
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2.6 Erstellen von AvrBs3A2 Fusionsproteinen

Um translationale Fusionen mit avrBs3A2 zu erstellen, wurden die Promotoren und 5
kodierenden Sequenzen der xop Gene per PCR von genomischer Xcv 85-10 - DNA
amplifiziert, in pENTR/D-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) Kkloniert und in
pL6GW356 rekombiniert. Die PCR Produkte enthielten entsprechend die ersten 156 Codons
von xopK und 1008 bp Sequenz stromaufwarts, die ersten 152 Codons von xopR und 998 bp
Sequenz stromaufwarts und die ersten 157 Codons von xopS und 1041 bp Sequenz
stromaufwarts. Die Oligonukleotidsequenzen sind im Anhang in Tabelle Al angegeben.

2.7 Generierung von Expressions- und Fluoreszenz-Fusionskonstrukten fur die
Expression und Lokalisierung von Proteinen in planta.

Um Expressionskonstrukte und translationale Fusionen mit GFP zu erhalten, wurden die Gene
von xopG, xopH, xopl, xopB, hopD1 und ihre Derivate sowie die Gene verschiedener in den
Y2H-Sichtungen isolierter Beuteproteine mit und/oder ohne Stop-Codon von genomischer
DNA von X. campestris pv. vesicatoria 85-10 bzw. S. lycopersicum cv. Moneymaker
amplifiziert und in pENTR/D-TOPO (Invitrogen) kloniert und sequenziert (Tabelle 3).
AnschlieBend wurden sie in pGWB17, pGWB18 (Nakagawa et al., 2007), pK7FWG2 und
pK7WGF (Karimi et al., 2002) rekombiniert, so dass N-Terminale und C-terminale 4xMyc-
oder GFP-Fusionen entstanden (Tabelle 3). Da sich die N-terminalen und C-terminalen
Epitop-Fusionen in allen untersuchten Fallen phanotypisch nicht unterschieden, werden in
dieser Arbeit nur Experimente mit den C-terminalen Fusionen gezeigt. Fir eine Fusion mit
dem nuclear export signal (NES) wurden xopG und xopH in Plasmide pNESI und pINES
rekombiniert, wodurch sie zur Visualisierung gleichzeitig an gfp fusioniert sind (Tabelle 3).

Fur die Expression in Xcv 85-10 wurden Effektorproteine mit 4-fachem C-terminalem myc
Epitop versehen. Dazu wurden xopG, xopH, xopl und xopB jeweils in das Plasmid pDGW4M
rekombiniert (Tabelle 3). Die so entstandenen Bakterienstimme Xcv 85-10 (pDGW4M-
xopG), Xcv 85-10 (pDGW4M-xopH) und Xcv 85-10 (pDGW4M-xopl) wurden neben
verschiedenen Paprika-Kultivaren auch in einem grofleren Gewdachshausexperiment in eine
Reihe von Solanaceen inokuliert. Die stabile Expression der Effektorproteine wurde mittels

Immunoblotting unter Nutzung eines Myc-spezifischen Antikérpers nachgewiesen.
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2.8 Die Erzeugung von Punkmutationen in XopG und XopH

In XopG wurde ein Nukleotidaustausch an Position 174 mit Hilfe einer SOE-PCR eingefiigt.
Unter Nutzung der Oligonukeotidpaare xopG_Start, xopG-mutl-rev und xopG_rev, xopG-
fwd3 wurden 2 berlappende Fragmente des xopG-Gens amplifiziert. In den Primer xopG-
mut-rev war der Nukleotidaustausch von GAA (Glutamat) zu GCA (Alanin) integriert
worden. Die beiden Fragmente wurden mit Hilfe eines Agarosegels analysiert und gereinigt.
AnschlieBend wurden sie gemischt als Template in eine PCR-Reaktion mit den
Oligonukleotiden xopG_Start und xopG_rev eingesetzt. So entstand ein Fragment des
vollstdandigen ORFs von xopG mit der Punktmutation und CACC vor dem ATG das in
PENTR/D Kloniert und sequenziert wurde. XopGegnzaa Wurde im Verlauf dieser Arbeit in
pGWB17, pK7TFWG2, pk7WGF2, pDGW4M und pSPYNE rekombiniert und fir weitere
Experimente genutzt.

Um Punktmutationen in XopH einzufiigen, wurde eine weitere Maoglichkeit der
zielgerichteten Mutagenese genutzt. Bei dieser Methode wird das gesamte Plasmid, auf dem
sich das zu mutierende Gen befindet, mit phosphorylierten Oligonukleotiden und Phusion hot
start Polymerase amplifiziert (Invitrogen, Karlsruhe). Diese Polymerase hat eine hohe
Prozessivitét, eine proof reading Funktion und, da sie erst bei einer Temperatur von mehr als
60 °C aktiviert wird, eine geringe Quote von Fehlpaarungen (Invitrogen, Karlsruhe). In die
Primer XopH-H266A-C267A, XopH-C267A und XopH-C267S sind die jeweiligen
Mutationen integriert worden. Jeweils mit dem Primer XopH-262rev wurde das Plasmid

PENTR/D-xopH r, amplifiziert. Es wurde nach Angaben des Herstellers verfahren.

2.9 Isolierung von RNA aus Tomate und N. benthamiana

Fir die Isolierung von RNA wurden zwei bzw. vier Blattscheiben (Korkbohrer 4,
Durchmesser 0,85 cm) von N. benthamiana bzw. S. lycopersicum cv. Moneymaker in 2 mi
Reaktionsgefale (Typ Safe-lock; Eppendorf) geerntet und in Flussigstickstoff Gberflihrt. Das
Blattmaterial wurde fein gemorsert. AnschlieBend erfolgte die RNA-Isolierung mit Hilfe des
RNeasy Plant Mini-Kits der Firma Qiagen nach Herstellerprotokoll. DNA-Kontaminationen
wurden durch eine DNAse-Behandlung entfernt. Die RNA wurde in RNAse-freiem Wasser

eluiert.

2.10 cDNA-Synthese und RT-PCR
Je 1 png Gesamt-RNA wurden fir die cDNA-Synthese eingesetzt. Fur die cDNA-Synthese
wurde der RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis-Kit der Firma Fermentas GmbH nach
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Herstellerangaben verwendet. Die Amplifikation kodierender Sequenzen bzw. die RT
(reverse transcribed)-PCR-Analysen erfolgten anschlielend mittels genspezifischer
Oligonukleotide (Tabelle Al). Fur die RT-PCR-Analysen wurden fir jede

Oligonukleotidkombination verschiedene Zyklenzahlen getestet.

2.11 RACE (rapid amplification of cDNA ends)

Fir die Isolierung von 5- und 3" -cDNA-Enden wurde das BD SMART™ (switching
mechanism at 5’end of RNA transcript)-RACE Kit von Takara Bio Europe/Clontech nach
Herstellerprotokoll verwendet. Jeweils 1 ug Gesamt-RNA wurde fir die 5- und 3"-cDNA-
Synthese eingesetzt. Die Amplifikation der cDNA-Enden erfolgte mit Hilfe genspezifischer
Oligonukleotide (Tabelle A1) in Kombination mit Adapter-Oligonukleotiden, die spezifisch
an den am 5°- bzw. 3"-cDNA-Ende fusionierten Adapter binden. Die RACE-PCR-Produkte
wurden auf einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeférbt.
AnschlieBend wurden sie aus dem Gel ausgeschnitten, in pTOPO pCR 2.1 kloniert und

sequenziert.

2.12 Sekretionsexperimente und Proteinanalysen

Fur in vitro-Sekretionsanalysen wurde X. campestris pv. vesicatoria wie zuvor beschrieben
(Buttner et al., 2002) in Sekretionsmedium (Minimalmedium A (Ausubel et al., 1996),
erginzt mit 50 ug/ml BSA und 10 pg/ml Thiamin, pH 5,3) inkubiert. Die Trennung der Zellen
vom Kulturtiberstand erfolgte mittels Filtration durch einen proteindurchlassigen Filter (0,45
um HT Tuffryn®-Membran; Acrodisc® 25 mm Syringe Filter, Pall GmbH, Dreieich).
Gesamtzellextrakte wurden zehnfach konzentriert. Kulturiiberstdnde wurden mittels
Trichloressigsaurefallung einhundertfach konzentriert. Proteine wurden mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western- Blot (Sambrook et al., 1989) mit
spezifischen Antikorpern analysiert. Die folgenden priméren Antikérper wurden genutzt:
polyklonaler Anti-AvrBs3 Antikérper (Kaninchen; Knoop et al., 1991), monoklonaler Anti-c-
Myc Antikorper (Maus; Roche, Mannheim, Deutschland), polyklonaler Anti-GFP-Antikorper
(Kaninchen; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), monoklonaler Anti-HA-Antikorper (Ratte; Santa
Cruz). Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen-, Anti-Maus- bzw. Anti-Ratte
Antikorper wurden als sekundare Antikorper in einer Verdinnung von 1:10000 verwendet.
Antikdrperreaktionen wurden durch Chemilumineszenz (Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg, Deutschland) visualisiert.
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2.13 Fluoreszenzmikroskopie

Blattproben wurden wie jeweils angegeben zwischen 20 und 48 hpi entnommen und mit dem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM510 (Zeiss, Jena, Deutschland) mit einem 505 -
530 nm Bandpass-Filter fur GFP analysiert. Zur besseren Visualisierung von Zellkernen
wurde 30-60 min vor der Analyse am LSM 0,01%ige DAPI-Ldsung in die zu analysierenden
Blattbereiche infiltriert. AnschlieRend wurden die Pflanzen dunkel gestellt. DAPI wurde bei
364 nm angeregt und die DAPI-Fluoreszenz mit einem Bandpass-Filter 385 — 470 nm
aufgenommen.

Fur die Kolokalisierungsexperimente von XopB und HopD1 bzw. HopD1,, wurden ER- und
Golgi-Markerproteine genutzt, die zur Unterscheidbarkeit der Effektor-GFP-Fusionen an das
Rot fluoreszierende Protein mCherry gekoppelt waren. Die Golgi-Lokalisierung basiert auf
der Verwendung des zytoplasmatischen Endes und der Transmembrandoméne (erste 49 AS)
von GmManl, (soybean a-1,2-mannosidase I) (Nelson et al., 2007). Der ER-Marker besteht
aus einer Kombination des Signalpeptids von AtWAK2 (Arabidopsis thaliana wall-
associated kinase 2); am N-terminus des Fluoreszenzproteins und dem ER-Retentionssignal

His-Asp-Glu-Leu an dessen C-Terminus (Nelson et al., 2007).

2.14 Bimolekulare Fluoreszenz Komplementation

Die BiFC basiert auf der getrennten Expression der Hélften des gelb fluoreszierenden Proteins
(YFPN: AS 1-154, YFPc: AS 155-239) fusioniert an jeweils eines der zu untersuchenden
Proteine in der Pflanze. Binden beide Proteine in der Zelle aneinander, finden sich auch die
Teile von YFP und nach Anregung durch Licht einer geeigneten Wellenlange (514 nm) ist
unter dem konfokalen LSM gelbe Fluoreszenz sichtbar. Die ORFs der zu untersuchenden
Proteine wurden dazu jeweils in die Plasmide PSPYNE und pSPYCE konjugiert und mit
Hilfe von Agrobacterium in N. benthamiana mit einer ODgy=0,8 koinfiltriert (Walter et al.,
2004). Die Fluoreszenz wurde unter dem konfokalen LSM510 24 Stunden nach Inokulation

visualisiert.

2.15 Koimmunoprazipitation

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Interaktion zweier Proteine in der Pflanze ist die
Koimmunoprazipitation (KolP). Sie basiert darauf, dass 2 potentiell interagierende Proteine
mit verschiedenen Epitopen markiert und transient in der Pflanze exprimiert werden. Nach der
Ernte von Blattmaterial und Zellaufschluss werden die Proteine mit Hilfe eines fir ein Epitop

spezifischen Antikdrpers an Protein G-Sepharose immobilisiert. Nach einigen Waschschritten
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werden die Proteine eluiert. Haben beide Proteine aneinander gebunden, kann im Eluat mittels
Westernblot-Analyse das epitopmarkierte 2. Protein nachgewiesen werden. In dieser Arbeit
wurden folgende Proteine via Agrobacterium in N. benthamiana transient koexprimiert:
XopG-GFP mit SPRY-c-Myc, XopG-GFP mit RRM-c-Myc und als Kontrolle XopG-GFP
ohne Interaktionspartner. Nach 2 Tagen wurde Blattmaterial (je 2 Blattscheiben d = 9 mm)
geerntet, in flissigem Stickstoff gemérsert und in 1 ml KolP-Puffer (25 mM Tris-HCI, pH
7,5, 1 mM EDTA; 150 mM NaCl; 10% Glycerin; 5 mM DTT; 40 ul Protease-Inhibitor-
Mischung (25 x konzentriert; complete, EDTA-free; Roche, Mannheim, Deutschland) sowie 1
Spatelspitze Polyvinylpolypyrrolidon aufgenommen. Der Proteinrohextrakt wurde zuerst
durch 30 mindtige Inkubation bei 4°C nach Zugabe von 25 ul Protein G-Sepharose
(Amersham Pharmacia Biotech) und 2,1 pl 15%igem Nonidet-P40 von unspezifisch
bindenden Proteinen getrennt. Die Proteinkomplexe in dem entstandenen geklérten
Proteinextrakt wurden anschlieBend mit Hilfe des Myc-Epitops und des c-Myc-spezifischen
Antikorpers an 25 pl Sepharose Nacht bei 4°C iiber Kopf rotierend immobilisiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 4°C kaltem KolP-Puffer wurden gebundene Proteine unter
Verwendung von 1 x Lammli eluiert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mittels Westernblot

unter Nutzung eines GFP-spezifischen Antikorpers analysiert.

2.16 Messung des Phytohormongehaltes in Blattern

Der Gehalt an Auxin (IAA), Jasmonséure (JA), Salizylsaure (SA) und 1-Aminocyclopropan-
1-Carbonsaure (ACC) wurde in N. benthamiana-Blattern nach Agrobacterium vermittelter
transienter Expression verschiedener Proteine gemessen. Dazu wurden zuerst XopB, XopJ
und GFP allein oder in Kombination mittels Agrobacterium in N. benthamiana transient
exprimiert. In jedem Experiment wurden Blatter von jeweils drei verschiedenen N.
benthamiana Pflanzen je Konstrukt groRflachig mit Argrobakterien inokuliert. Blattmaterial
aus den inokulierten Bereichen der drei Pflanzen wurde jeweils nach 18 und 24 Stunden
entnommen und gepoolt, so dass insgesamt mindestens 500 mg Blattmaterial flr die
Messungen zur Verfligung stand und sofort in fllissigem Stickstoff gefroren.

Das Pflanzenmaterial wurde mit 10 ml Methanol homogenisiert und mit den entsprechenden
Standards (1ng/ 5mg Pflanzenmaterial) (3Cs)IAA (Cambridge Isotope Laboratories), (*Hg)JA
(Miersch et al., 1991), (*H¢)SA (Campro Scientific, Veenendaal, The Niederlande) und
(®H4)ACC (CDN Isotops, Quebec, Kanada) versetzt und anschlieRend filtriert. Fir die
Bestimmung von ACC, JA und IAA wurde das filtrierte Homogenat (ber eine 3 ml DEAE-
Sephadex A25 Saule gegeben (Amersham Pharmacia Biotech AB, Schweden) (Ac -Form,
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Methanol). Die Sé&ule wurde mit 3 ml Methanol und 3 ml 0.1 M Essigséure in Methanol
gewaschen und anschlieBend erst mit 3 ml 1 M Essigsdure in Methanol und dann mit 3 ml 1.5
M Essigséaure in Methanol eluiert. Die Eluate wurden vereint, eingedampft und in die HPLC
eingesetzt (JA, 1AA) bzw. durch eine 500 mg LiChrolutRP-18 Kartusche (ACC; Merck,
Darmstadt, Deutschland) geschickt. Anschlielend folgte die Derivatisierung. Der JA Gehalt
wurde durch die Derivatisierung zu JA-Pentafluorobenzylester bestimmt, wie in (Miersch et
al., 2008) beschrieben gemessen. Die Messung des IAA Gehaltes erfolgte nach Methylierung
mit Diazomethan wie bei (Meixner et al., 2005) beschrieben. Der ACC Gehalt wurde durch
die Freisetzung des Ethylen aus ACC mit Hilfe von NaOCI in Anwesenheit von Hg*
bestimmt. Ethylen wurde durch Gaschromatographie quantifiziert (Lizada und Yang, 1979).
SA wurde wie in (Verberne et al., 2002) beschrieben isoliert. Die getrocknete organische
Fraktion aus der Extraktion wurde vor der Analyse in 1 ml HPLC Eluent geldst. Das HPLC
System bestand aus einer Sdaule Typ Eurospher 100-C18, (5 um, 250 x 4 mm) (Knauer,
Deutschland). Das Eluent bestand aus 60% saurem Wasser (pH 2.8, mit Essigsaure) und 40%
Methanol. Die Durchflussrate war 0.7 ml min™. Zwanzig Mikroliter des Extraktes wurden
eingesetzt. Salizylsdure wurde mit einem Jasco FP-920 spektrofluorometrischen Detektor
(http://lwww.jascoinc.com/) nachgewiesen, wobei eine Anregungswellenlange von 300 nm
und eine Emissionswellenldange von 410 nm genutzt wurde. Zellaufschluss und Messungen
wurden von Frau Birgit Orthel (IPB, Halle) durchgefthrt.

2.17 Hefe-2-Hybrid-Sichtungen

Fur die Suche nach pflanzlichen Zielproteinen wurden Hefe-Dihybrid-Sichtungen mit dem
BD Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System von Clontech, Heidelberg durchgefiihrt. Dabei
wurde im Wesentlichen nach Herstellerangeben vorgegangen. Die Effektorproteine XopG,
XopGei74a, XopH, Xopl und XopB wurden als Koder in voller L&nge in Hefe exprimiert.
Dazu wurde der Vektor pGBST7-attR (A. Strau3, T. Lahaye, O. Kirchner, unvergffentlicht)
verwendet. Die mit dem Gateway-System erstellten Konstrukte wurden nach
Herstellerangaben in Saccharomyces cerevisiae Y187 und AH109 transformiert. Die so
entstandenen Hefestimmen Y187 (pGBST7-xopG), Y187 (pGBST7-x0pGgizaa), Y187
(pGBST7-xopH), Y187 (pGBST7-xopl) und Y187 (pGBST7-xopB) wurden fur die H2H-
Sichtung verwendet. Zuvor wurde jeweils die Expression mittels Immunoblotting und c-myc
Antikorper Uberpraft. Zusétzlich wurden die Koderproteine im Stamm AH109 auf die
Fahigkeit der Autoaktivierung der Reportergene im Hefestamm durch Ausstreichen auf
selektives Medium (SD/-A bzw. SD/-H) Uberpriuft. Findet kein Wachstum statt, kann man


http://www.jascoinc.com/
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davon ausgehen, dass das jeweilige Protein die Expression der Reportergene nicht selbstéandig

aktivieren kann und es somit als Kdder geeignet ist.

Wachstum und

Blaufarbung

>

— GALUAS Minimalpromotor ADE2, HIS3, MEL1 —_—

Abbildung 7: Das GAL4-Hefe-Dihybrid-System. Kdder (K)- und Beuteprotein (B) sind an die DNA-Binde
(BD)- bzw. Aktivierungsdoméne (AD) des Transkriptionsfaktors GAL4 fusioniert und werden in Hefe
koexprimiert. Bei einer Interaktion zwischen Kdder- und Beuteprotein kommt die GAL4-AD in rdumliche Nahe
zum Promotor, wodurch die Transkription der GAL4-regulierten Reporter ADE2, HIS3 und MEL1 aktiviert wird.
Die entsprechenden Hefen wachsen auf Minimalmedium ohne Zusatz von Adenin und Histidin (SD / -HA). Die
Kolonien sind bei Zusatz von X-a-Gal durch die enzymatische Aktivitdit der von MEL1 kodierten a-
Galactosidase (Melibiase) blau gefarbt. UAS: upstream activating sequences.

2.17.1 Die c-DNA-Bibliothek

In vorangegangenen Arbeiten wurde eine uninduzierte, normalisierte Tomaten-cDNA-
Bibliothek im Vektor pDADT7-Rec erstellt (S. Masiero, H. Sommer, D. Girlebeck und U.
Bonas, MP1Z Koln und MLU Halle; (Gurlebeck, 2007). Hierfur wurde aus Blattmaterial von
Solanum lycopersicum Kultivar Moneymaker Gesamt-RNA isoliert. Fur die cDNA-Synthese
wurden zuféllige (random) Oligonukleotide verwendet. cDNA-FragmentgréRen von 0,5-2 kb
wurden fir die Bibliothek ausgewéhlt (Gurlebeck, 2007). In Hefe erfolgt die Expression der
Beutekonstrukte unter Kontrolle des konstitutiven ADH1-Promotors. Die verwendete
Bibliothek enthalt etwa 1,5 x 10" Hefeklone/ml.

2.17.2 Die Sichtung der c-DNA-Bibliothek

Das Mating wurde wie im Clontech Manual beschreiben durchgefiihrt: 100 ml einer
Ubernachtkultur des Hefestamms Y178 (MATa) mit dem Koderplasmid wurde durch
Zentrifugation bei 1000 x g fir 5 min pelletiert und mit einem 1 ml Aliquot der Tomaten c-
DNA Bibliothek im Stamm AH109 (MATa) in 50 ml 2 x YPDA resuspendiert. Das Mating
wurde in einem 2 | Erlenmeyerkolben bei 30 rpm und 30 °C fiir 24 Stunden durchgefunhrt.
AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1000 x g pelletiert und in ca. 20 ml
H,0 resuspendiert und auf 20-30 grofRe Screening-Platten mit SD/-THAL plattiert. Zusatzlich
wurden, zur Bestimmung der Anzahl Diploide, je 100 ml verschiedener Verdinnungsstufen
(10 bis 10°°) des Mating-Ansatzes auf SD / -TL plattiert.
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Die Screening-Platten wurden bis zu 7 Tage bei 30 °C inkubiert. Ab dem 3. Tag wurden
Einzelkolonien auf selektives Medium (SD/-THAL/+X-a-Gal)  Ubergepickt. Bei den
Hefestammen, die auf dem selektiven Platten erneut gewachsen waren, wurde die Spezifitat
der Interaktion untersucht. Dazu wurden die Plasmide aus Hefe isoliert, in E. coli
transformiert und wieder aus E. coli isoliert (um die Plasmide zu vereinzeln und zu
vermehren). Anschliefend wurden die Plasmide wieder in Hefe AH109 transformiert. Durch
Paarung im kleinen Mal3stab (ein Zellklumpen je Stamm in 500 pl YPDA resuspendieren und
in 24er Mikrotiterplatten auf einem Schiittler moglichst langsam, aber so dass die Zellen nicht
absetzen fur 6-12 Stunden bewegen) wurden die Beuteplasmide mit dem jeweiligen
Kdoderplasmid bzw. pGBKT7-LamC in eine Hefezelle tberfuhrt und auf Interaktion mit
Effektor einerseits und mit LaminC andererseits getestet. Dies geschah durch ausplattieren
eines beim Mating entstandenen Zellklumpens auf fir die Plasmide selektivem Medium (SD/-
TL). Jeweils 5 unabhangige Kolonien wurden gepickt und durch Ausstreichen auf SD/-
THAL/+X-a-Gal auf Interaktion getestet. Nur Beuteproteine, die spezifisch mit dem
jeweiligen Effektorprotein, nicht aber mit LaminC interagierten wurden fur weitere

Experimente ausgewéhlt.

2.17.3 Plasmidisolierung aus Hefe

1. 2 ml YEB mit einer Hefekolonie inokulieren, Wachstum tber Nacht bei 30 °C.

2. 1,5 ml der Ubernachtkultur zur Sedimentation der Zellen kurz zentrifugieren, Uberstand
verwerfen und Zellen in 0,5 mal S-Puffer (10 mM K3;PO,; 10 mM EDTA, 50 mM 2-
Mercaptoehtanol, 50 pg/ml Zymolase) resuspendieren.

3. 30 min bei 37 °C inkubieren.

4. 0,1 ml Lysis Solution (25 mM Tris-HCI pH 7,5; 25 mM EDTA; 2,5 % SDS) zugeben und
vortexen.

5. 30 min bei 65 °C inkubieren.

6. 0,166 ml 3 M KAc zugeben und mixen, auf Eis 10 min abkihlen.

7. 10 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugieren, Uberstand in ein neues Tube gieRen.

8. DNA Prézipitation: 0,8 ml Ethanol zugeben, 10 min auf Eis, 10 min bei voller
Geschwindigkeit zentrifugieren, Uberstand verwerfen.

9. DNA mit 0,5 ml 70% Ethanol waschen, Pellet trocknen.

10. DNA in 40 pl Wasser losen.
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2.18 Bioinformatische Annaherungen
Fur die nahere Charakterisierung von Effektorproteinen und von im Hefe-2-Hybridsreen
isolierten cDNA-Sequenzen wurden Sequenzhomologiesuchen auf Nukleotid- und
Aminosdureebene mithilfe von Blast-Analysen gegen verschiedene Datenbanken
durchgefunhrt:

— Gene index Datenbanken (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-

bin/tgi/Blast/index.cgi) Dana Farber Cancer Institute, 44 Binney St., Boston, MA

02115; gegen EST Sequenzen von Solanum lycopersicum und
— The SOL Genomics Network (http://solgenomics.net/; (Mueller et al., 2005)
— NCBI Blast (Altschul et al., 1997)

Motivsuchen wurden mittels Pfam, Interpro, SignalP und TargetP durchgefiihrt. Fir

Proteinstrukturvorhersagen wurde Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre) verwendet
(Kelley und Sternberg, 2009).


http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi
http://solgenomics.net/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Typ Il11-Effektors Xopl

3.1.1 Einfluss einer Deletion bzw. Uberexpression von xopl auf Virulenz der Mutante

Um nach moglichen Effekten von Xopl auf die Virulenz oder Avirulenz von Xcv zu suchen,
wurde eine genomische xopl-Mutante hergestellt. Hierbei wurde das 1353 bp umfassende
xopl-Gen in Xcv 85-10 vollstdndig deletiert. Die so erhaltenen Deletionsmutanten Xcv 85-
10Axopl, wurden auf eine mogliche Veranderung des Phanotyps im Vergleich mit dem WT-
Stamm Xcv 85-10 untersucht. Es wurden drei unabhdngige Deletionsmutanten in
verschiedenen Verdinnungsstufen in Paprika ECW und ECW-10R inokuliert, um sowohl
einen moglichen Einfluss auf die durch AvrBsl ausgeléste HR, als auch auf
Krankheitssymptome zu erkennen. In Abbildung 8 ist die Inokulation zweier unabhangiger
xopl Deletionsmutanten in ECW und ECW-10R Paprikapflanzen dargestellt. Es konnte weder
ein Einfluss von xopl auf die AvrBsl-HR noch auf die in Paprika ECW ausgeldsten
Krankheitssymptome beobachtet werden (Abbildung 8; Tabelle 4).

Darlber hinaus wurde Xopl sowohl in Xcv 85-10 unter Kontrolle eines triple lac-Promotors
als auch mittels Agrobacterium in der Pflanze unter der Kontrolle eines 35S-Promotors
exprimiert (siehe 2.7). Hier konnte ebenfalls weder in suszeptiblen oder resistenten
Paprikapflanzen noch in einer Reihe weiterer untersuchter Solanaceen ein auf den Effektor

zurtickzufuhrender Phénotyp beobachtet werden (Tabelle 4 und Tabelle 11).

xopl 1353
-p | Abbildung 8: Deletion von xopl in Xcv 85-10 fuhrt zu
> -1 . ! -2 keiner veranderten Virulenz. (A) Schematische
— — Darstellung der xopl-Deletion. 1-1 und 1-2 zeigen die ca.

1 kb groRen flankierenden Bereiche, die in das
Suizidplasmid pK18mob::sacB kloniert wurden. Der
Bereich zwischen den gestrichelten Linien entspricht
der gesamten Lange des Gens und wurde deletiert. Die
Deletion wurde durch PCR mit flankierenden
Oligonukleotiden (rote Pfeile) nachgewiesen. (B) Xcv
85-10 WT und zwei unabhéngigen Xcv 85-10 xopl-
Deletionsmutanten wurden in  suszeptible ECW-
(ODgpo=0,1 (oben) und 0,01) und resistente ECW-10R-
Paprikapflanzen =~ (ODgp=0,04)  inokuliert.  Zur
Verdeutlichung der HR-Reaktionen wurden die Blatter
3 Tage nach der Inokulation in Ethanol gebleicht. Die
Krankheitssymptome wurden 2 Tage nach Inokulation
fotografiert.  Die  Inokulationen  wurden  mit
vergleichbarem Ergebnis wiederholt.

ECW-10R

ECW
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Tabelle 4: Phanotypen der Effektoren XopG, XopH und Xopl in verschiedenen Pflanzenspezies.

Spezies Xopl Axopl XopH AxopH XopG AxopG
Capsicum annuum = = = = HR =
ECW

Capsicum annuum - - - verzbgerte HR -
ECW-10R HR

Capsicum annuum = = = = hr =
ECW-20R

Capsicum annuum - - - - - -
ECW-30R

Nicandra physaloides = = = = HR =

Nicotiana benthamiana - - - - - -
Nicotiana clevelandii = - - = - -
Nicotiana tabacum - - - - HR -
Petunia spec. = - - - - -
Physalis alkekengi - - - - — -
Physalis peruviana - - - - hr =
Solanum americanum - - - - — -
Solanum lycopersicum - - - — - =
Solanum nigrum - - - - - -
Solanum - - — - - -
pseudocapsicum

Solanum suaveolens - - - - - -

Solanum tuberosum — - = - _ _

Xopl, XopH, XopG: Die Effektorproteine wurden in voller L&nge mittels Agrobacterium transient in
verschiedenen Pflanzen exprimiert HR: hypersensitive Reaktion, hr: schwache HR, —: keine HR.. 4xopl,
AxopH, AxopG: Xcv 85-10 Deletionsmutanten der einzelnen Effektoren wurden in verschiedenen ODs zwischen
0,001 bis 0,4 inokuliert.—bedeutet keine Veradnderung im Vergleich zum WT. Die Phanotypen wurden taglich bis
4dpi beobachtet und stets mit den WT-Stammen verglichen. Die Tabelle gibt einen Uberblick tber die

Ergebnisse der Inokulationen der verschiedenen Solanaceen.

3.1.2 Mdgliche Ziele von Xopl in der Pflanze

3.1.2.1 Subzelluléare Lokalisierung von Xopl in der Pflanzenzelle
Um Aufschluss dariiber zu erhalten, in welchem Zellkompartiment Xopl nach der
Translokation in der Pflanzenzelle eine Funktion austbt, wurden N- und C-terminale gfp-

Fusionen von xopl in einem Binérvektor unter Kontrolle eines 35S Promotors mittels
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Agrobacterium transient in N. benthamiana exprimiert. Nach 2 Tagen wurden Blattscheiben
mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM) analysiert. Eine deutliche Fluoreszenz
war im Zytoplasma und Zellkern sichtbar, ahnlich zu GFP allein (Abbildung 9). Da das
Fusionsprotein mit 75 kDa relativ grof3 ist und in der Westernblotanalyse kein abgespaltenes
GFP sichtbar ist (Abbildung 9b), kann davon ausgegangen werden, dass diese Lokalisierung
nicht aus der Diffusion des Proteins oder von freiem GFP in den Zellkern resultiert.

Bei Xopl wie bei allen in dieser Arbeit untersuchten Effektorproteinen verhielten sich C- und
N-terminale GFP-Fusionen gleich, so dass hier nur die C-terminalen Fusionen dargestellt und

auch fur weiterfihrende Experimente genutzt wurden.

®) ®
Xopl-GFP GFP 4
[©)
QL R
"\‘o OQ kDa
- - —75

27

a-GFP

Abbildung 9: Xopl ist im pflanzlichen Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert. Xopl wurde als C-terminale
GFP-Fusion vom Vektor pK7FWG2 mittels Agrobacterium transient in N. benthamiana exprimiert. (A) Xopl ist,
wie GFP im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert. Rot: Autofluoreszenz der Chloroplasten. Die weilen
Balken entsprechen 10 um. (B) Westernblot-Analyse der Expression des Xopl-GFP Fusionsproteins und GFP
mit GFP-spezifischem Antikorper. Das Experiment wurde mindestens zweimal mit vergleichbarem Ergebnis
wiederholt.

3.1.2.2 An welche Proteine bindet Xopl in der Pflanzenzelle?

Die F-Box von Xopl legt eine Bindung an den SCF-Komplex in der Pflanzenzelle und eine
Rolle bei der Virulenz durch Proteindegradation nahe (Lechner et al., 2006). Allerdings sind
auch vereinzelt andere Funktionen von F-Box-Proteinen, wie eine Helikasefunktion des
menschlichen Fbhl, eine Funktion in der Regulation der Mitochondrienmorphologie von
Mfd1l und Mdm30 oder eine Rolle bei der Antwort auf oxidativen Stress von Pof14 in Hefe,
bekannt (Hermand, 2006; Ho et al., 2008). Um pflanzliche Zielproteine von Xopl zu
identifizieren, wurde eine Hefe-2-Hybrid-Sichtung (yeast two-hybrid, Y2H) mit Xopl als

Kdder durchgefiihrt. Hierzu wurde das Gal4 System verwendet. Als Beute wurde eine Y2H-
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Bibliothek mit cDNA-Klonen aus Tomate (D. Glrlebeck, S. Masiero, H. Sommer und U.
Bonas, Kapitel 2.17.1) verwendet.

Xopl wurde in voller Lande in dem Hefe-Expressionsvektor pGBST7 (Tabelle 3) an eine
DNA-Bindedoméne (BD) fusioniert und im Hefestamm Y187 exprimiert. Die Expression des
Xopl-BD Fusionsproteins wurde mittels Immunoblotting nachgewiesen (Abbildung 10). Das
Uberpriifen auf Transkriptionsautoaktivierung wurde mit dem Derivat des Reporterstammes
AH109 (pGBST7-xopl) durchgefuhrt. Dieser wurde dafur jeweils auf Minimalmedium ohne
Adenin (SD-Ade) und auf Minimalmedium ohne Histidin (SD-His) ausplattiert. Im Falle der
Autoaktivierung eines der Reportergene ware Wachstum auf dem jeweiligen Medium zu
beobachten. Der Hefestamm AH109 (pGBST7-xopl) konnte auf keinem der beiden Medien
wachsen. Eine Autoaktivierung der Expression der Reportergene durch die BD-Xopl-Fusion
ist damit ausgeschlossen und das Fusionsprotein wurde als Koder fir die Y2H-Sichtung
verwendet.

Der Koderstamm Y187 (pGBST7-xopl) wurde mit der Y2H-Bibilothek im Stamm AH109 fir
24 Stunden gepaart und anschliefend wurden die diploiden Zellen auf Minimalmedium ohne
Trp, His, Ade und Leu selektiert (SD/-THAL). Uberraschenderweise war bereits nach drei
Tagen nahezu ein ,,Rasen* von Kolonien sichtbar, wahrend bei einem geeigneten Kdéder nur
vereinzelte Kolonien zu erwarten sind (siehe andere Y2H-Sichtungen in dieser Arbeit).
Deshalb wurde die direkte Interaktion mit der Spezifitatskontrolle LaminC im Y2H-System
untersucht, durch die tblicherweise unspezifisch interagierende Beuteproteine ausgeschlossen
werden, da sie nur mit anderen Laminen spezifisch interagieren (Goldman et al., 2002). Wie
erwartet war eine starke Interaktion zwischen Xopl und LaminC nachweisbar (Abbildung
10b). Aufgrund dieser ,,Klebrigkeit“ des Proteins wurde versucht, das Protein in zwei
Abschnitte zu teilen und mit dem geeigneten dieser Teile Hefe-Interaktionsstudien
durchzufthren. Die Teilung wurde so gewahlt, dass der N-Terminale Teil des Proteins die F-
Box, aber keinen Anteil der Repeats enthélt. Der C-terminale Teil von Xopl beginnt mit der
ersten Repeat-Sequenz (Abbildung 10a). Auch fur diese Teile von Xopl wurde vor dem
Einsatz als Kdder in einem Y2H-Assay die Bindung an LaminC untersucht. Es zeigte sich,
dass sowohl der F-Box Bereich von Xopl, als auch der C-terminale Teil mit den Repeats
unspezifisch an LaminC binden (Abbildung 10b). Xopl war daher als Kdder fiir eine Y2H-
Sichtung nicht geeignet. Aufgrund interessanter Entwicklungen bei parallel bearbeiteten

Effektorproteinen wurde beschlossen, mit diesem Effektor vorerst nicht weiterzuarbeiten.
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Abbildung 10: Xopl und Teile von Xopl binden unspezifisch im Hefe-2-Hybrid-System. (A) Das Modell
zeigt schematisch die Teile von Xopl, die fur eine mdgliche Y2H-Sichtung als Kdder getestet worden sind. (B)
Expression von Xopl und Derivaten in Hefe AH109. Xopl sowie die F-Box- und Repeat-Doméne wurden als N-
terminale Fusionen an GAL4-BD und ein c-Myc-Epitop in dem Hefestamm Y187 exprimiert und mittels
Immunoblotting unter Verwendung eines c-Myc-spezifischen Antikdrpers analysiert. Eine GAL4-BD-XopG-
Fusion, die in dieser Arbeit ebenfalls als Kdder genutzt wurde (3.3.11.), diente als Positivkontrolle (Kontr.).
oben: Die Expression von Xopl in voller Lange von 3 Transformanten. unten: Die Expression von jeweils 3
Transformanten der Xopl-Fragmente F-Box und I-rep. (*) Die gekennzeichneten Stdamme wurden als Kdder
ausgewahlt. (C) Sowohl Xopl, als auch der N-terminale Teil mit der F-Box und der C-terminale Teil mit den
Repeat-Strukturen reagieren im Y2H-Assay unspezifisch mit LaminC (LamC). —THAL ist ein Minimalmedium
ohne essentielle Aminoséuren auf dem Wachstum nur bei direkter Interaktion der getesteten Proteine mdoglich
ist. Als Kontrolle (Kontr.) diente XopG, das nicht mit LaminC interagiert. Das Medium —TL (mit Histidin und
Adenin) dient als Wachstumskontrolle.

3.2 Charakterisierung des Typ Il1-Effektors XopH

3.2.1 Deletion von xopH hat Effekt auf AvrBs1-HR

XopH ist auf dem groRen Plasmid von Xcv direkt stromaufwarts vom Gen des Typ IlI-
Effektors avrBsl kodiert. Die offenen Leserahmen (open reading frame, ORF) beider Gene
sind durch 90 nt voneinander getrennt. Bei der Erstellung der xopH-Deletionsmutante wurde
darauf geachtet, den Promotor-Bereich vor avrBsl nicht zu entfernen, weshalb nur die erste
Hélfte von xopH deletiert wurde (siehe 2.5; Abbildung 11a). Im Vergleich zum Xcv 85-10
WT-Stamm war die HR nach der Inokulation der Deletionsmutante Xcv 85-10AxopH in
Paprika ECW-10R nach 24 Stunden noch nicht sichtbar (Abbildung 11b) sondern trat mit

einer Verzégerung von mehr als einem Tag auf. Um zu Uberprifen, ob es sich um einen
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XopH-spezifischen Phéanotyp handelt, wurden XopH bzw. AvrBsl in der xopH-
Deletionsmutante von dem Plasmid pDGW4M in 85-10AxopH exprimiert. Abbildung 11b
zeigt, dass 85-10AxopH (pDGW4M-xopH) nicht in der Lage ist den Phénotyp zu
komplementieren, 85-10AxopH (pDGW4M-avrBsl) jedoch stellte den Phanotyp des WT-
Stammes wieder her. Der Effekt auf die HR resultiert folglich nicht aus der Abwesenheit des
XopH Proteins, sondern es scheint vielmehr, dass die Deletion der ersten Halfte von xopH
Einfluss auf die AvrBs1-Expression hat.

Aus diesem Grund wurde eine neue Mutante von xopH erstellt, die die DNA-Sequenz des
Gens nicht entfernt, um weiterhin die Expression von AvrBsl zu ermdéglichen. So wurde ein

frame shift in das Genom eingefuhrt, der gleichzeitig zu einem frithen Stop fuhrt (siehe 2.5).

(A)
XopH avrBs1
IilZ ’ 1041 ’
b Ha L % H2
(B) 85-10 AxopH
85-10 - +xopH +avrBs1

©) 85-10 xopH~
85-10 ) - +xopH +avrBsl

(D) 85-10 AxopB xopH~
85-10 AxopB +XxopH +avrBsl

Abbildung 11: Deletion von XopH hat Einfluss auf die AvrBs1-HR im Stamm Xcv 85-10. (A) Schematische
Darstellung der Lage der Gene xopH und avrBsl und die Position der Deletion. H-1 und H-2 zeigen die
flankierenden Bereiche, die in pK18mob::sacB kloniert wurden. Der Bereich zwischen den gestrichelten Linien
wurde deletiert. Der Integrationsort der early stop-Mutation (xopH") ist durch ein rotes Dreieck gekennzeichnet.
(B)-(D) Infiltriert wurden resistente ECW-10R-Pflanzen mit Xcv 85-10 und Derivaten mit einer OD = 0,2. XopH
und AvrBsl wurden vom Plasmid pDGW4M exprimiert. Fotos wurden einen Tag nach Inokulation erstellt. (B)
Deletion des N-Terminus von XopH hat Einfluss auf die von AvrBsl ausgeldste HR. Der Stamm 85-10AxopH
I0st keine HR auf ECW-10R aus. Der Phénotyp lasst sich durch Expression von AvrBsl, nicht aber von XopH
komplementieren. (C) Das Einflihren einer early stop-Mutante (xopH") filhrt ebenfalls zum Ausbleiben der HR
nach einem Tag und kann ebenfalls nur durch avrBs1 komplementiert werden. (D) Der Effekt einer xopB/xopH~
Doppelmutante kann ebenfalls durch AvrBs1 komplementiert werden. Alle Inokulationen wurden mehrmals mit
vergleichbarem Ergebnis durchgefiihrt.



Ergebnisse 49

Die erstellte early-stop-Mutante wurde als 85-10xopH ™ bezeichnet und in ECW-10R-Pflanzen
inokuliert. Wiederum zeigten die getesteten 85-10 xopH ™-Stdmme eine verzégerte AvrBsl-
HR im Vergleich zum WT-Stamm. Dieser Phanotyp konnte durch zusétzliche Expression von
AvrBsl, nicht aber durch Expression von XopH komplementiert werden (Abbildung 11b).

Es konnte somit keine genomische xopH-Mutante erstellt werden, die keinen Einfluss auf die
AvrBsl1-Reaktion hat. Ein Phanotyp, der allein auf die Deletion von xopH zurlickzufihren ist,
konnte nicht ermittelt werden. Bei allen anderen Pflanzen, in die die Xcv85-10AxopH oder die
Xcv85-10xopH™-Stamme  im  Gewadachshausexperiment  inokuliert wurden, war Kkein
phanotypischer Unterschied zum WT 85-10 sichtbar (Tabelle 4).

3.2.2  XopH unterdrickt die durch den Typ I11-Effektor XopJ ausgeloste HR

Da die Unterdrickung von Zelltod in der Pflanze eine wichtige Funktion von
Effektorproteinen ist, wurde tUberprift, ob XopH in der Lage ist die durch ein Effektorprotein
ausgeloste HR-Reaktion zu unterdriicken. Dazu wurden alle zu dieser Zeit in unserem Labor
vorliegenden Effektorproteine, die eine Zelltodreaktion ausldsen, via Agrobacterium in der
jeweiligen resistenten Pflanze mit XopH koexprimiert. Getestet wurden AvrBsl, AvrBs2,
AvrBs3, AvrBsT, XopJ, XopB, XopG und AvrRxv, deren Gene, wie auch xopH Kloniert in
Binérvektoren unter Kontrolle eines 35S-Promotors vorlagen (Tabelle 3). Der Einfluss auf die
HR-Reaktionen von AvrBsT, XopJ, XopB und AvrRxv wurden in N. benthamiana analysiert,
auf die Reaktion von XopG, AvrBsl, AvrBs2 und AvrBs3 entsprechend in Paprika ECW,
ECW-10R, ECW-20R und ECW-30R. Mit einer Ausnahme waren alle Zelltodreaktionen von
XopH unbeeinflusst, die XopJ-HR wurde jedoch durch gleichzeitige XopH-Expression im
Vergleich zu Kontrolle nahezu vollstandig unterdriickt (Abbildung 12).

3.2.3 Cystein267 im aktiven Zentrum von XopH ist essentiell flr Unterdrickung der
XopJ-HR
Ein aktives Zentrum ist essentiell fir die enzymatische Aktivitat von Tyrosinphosphatasen
(Hallé et al., 2007). Hier sollte nun Uberprift werden, ob die Aminosduren im putativen
aktiven Zentrum von XopH, die HR-Suppression beeinflussen. Hierzu wurden durch
gerichtete Mutagenese die beiden Aminosduren Histidin266 und Cystein267
(XopHH2esa.c267a) 0der nur Cystein267 (XopHczs7a) gegen Alanine ausgetauscht, auflerdem
wurde in einer weiteren Mutante Cystein267 durch Serin (XopHc2s7a) ersetzt, eine weniger
drastische Veranderung des Proteins. Alle 3 Gene werden, nach Ubertragung mittels

Agrobacterium, in der Pflanze in &hnlichen Mengen wie das WT-Gen exprimiert (Abbildung
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12). Keines der Proteine ist jedoch noch in der Lage, die XopJ-HR zu unterdriicken

(Abbildung 12). Das putative aktive Zentrum ist also essentiell fir die Funktion von XopH.

XopH 219 SEEELVRAAGAKYVRLTVTDHLSPRADDIDAFIAMERE-MAHDERLHVHCGMGLGRTTIF 277
SE E+V AGA Y R+ 4TDH P 4+ D + + R + +E L VHC G GRIT
HopAOl 329 SEREVVTEAGATYRRVAITDHNRPSPEATDELVDIMRHCLQANESLVVHCNGGRGRTTTA 388

XopH 278 IVMHDILRNAAMLSEFDDIIERQRKEFNPGRSLDNNKDVSDKGRSEFRNERSEFLPLEFYEYA 337
++M D+L+NA S+ +I R K + ++ + +S R F 4R +FL F++YA
HopAOl 389 MIMVDMLKNARNHSAETLITRMAKLSYDYNMTDLGSISALKRP-FLEDRLKFLQAFHDYA 447

+ Kontr. S

Xop) %

Kontr. XopH XopH,p66n,c267a  XOPHcz674 XopHye7s

50 — | c— — ~——
kDa

Anti-c-Myc

Abbildung 12: XopH unterdrickt, abhangig von Cystein 267, die durch XopJ ausgeldste Zelltodreaktion.
Die obere Box zeigt einen Sequenzvergleich von XopH und HopAO1 (P. syringae pv. tomato) im Bereich um
das putative aktive Zentrum. Die Proteine sind ber die gesamte Lange 30 % identisch und 49 % &hnlich. Die
konservierten Aminoséuren des aktiven Zentrums sind rot dargestellt. XopH und seine Derivate wurden
zusammen mit XopJd mittels Agrobacterium in N. benthamiana exprimiert. Dazu wurde die Stdmme
GV3101(pGWB5-xopJ) mit GVV3101(pGBB17-xopH) bzw. Derivate im Verhdltnis 2:3 gemischt und mit einer
ODegoogesam=1 in Blatter inokuliert. Die Expression aller XopH-Derivate wurde durch Immunoblotting unter
Verwendung eines c-Myc spezifischen Antikdrpers dokumentiert. Als Kontrolle diente Koinfiltration mit
GV3101 ohne zusatzliches Plasmid. Die Phanotypen wurden 3 Tage nach Inokulation dokumentiert. Die
Experimente wurden mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

3.2.4 XopH ist in der Pflanzenzelle im Zellkern und Zytoplasma nachweisbar

Um die subzellulare Lokalisierung von XopH zu bestimmen, wurde analog wie unter 3.1.2.1
beschrieben vorgegangen. Die Fluoreszenz des XopH-GFP-Fusionsproteins war im
Zytoplasma und im Zellkern sichtbar (Abbildung 13a). Die Verteilung unterschied sich nicht
von GFP allein. Die stabile Expression des XopH-GFP Fusionsproteins wurde durch

Immunoblotting unter Nutzung eines GFP-Antikdrpers nachgewiesen (Abbildung 13c).

3.2.5 Kernlokalisierung ist nicht notwendig fur Funktion von XopH

Um herauszufinden, in welchem Zellkompartiment XopH in der Pflanze agiert, bzw. ob die
Kernlokalisierung flr die Funktion von XopH notwendig ist, wurde XopH, zusétzlich zum
GFP, sowohl N-terminal als auch C-terminal an ein NES (nuclear exclusion signal)-Signal

fusioniert. Proteine mit einem solchen Signal werden aus dem Kern heraus transportiert. In
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den Pflanzenzellen, in denen die NES-XopH-Fusion exprimiert wurde, war 1,5 Tage nach
Agrobacterium-vermittelter Expression grine Fluoreszenz im Kern und Zytoplasma zu
erkennen, ein Protein jedoch im Immunoblot nicht nachweisbar. Anscheinend findet ein
Abbau dieses Fusionsproteins statt (Abbildung 13c). Dennoch war eine partielle
Unterdriickung der XopJ-HR sichtbar (Abbildung 13b), vermutlich hervorgerufen durch freies
XopH. Die GFP-Fluoreszenz von XopH-NES zeigt einen Kernausschluss (Abbildung 13a), ist
im Vergleich zu XopH ohne NES-Signal jedoch schwacher exprimiert (Abbildung 13c). Auch
dieses kernausgeschlossene Protein fuhrt zur Unterdriickung der XopJ-HR (Abbildung 13b),
jedoch nicht vollstandig. Dies ist moglicherweise auf die geringere Proteinmenge
zurlickzufuhren. Man kann daher vermuten, dass XopH im Zytoplasma und nicht im Zellkern

agiert.

(A)

XopH NES-XopH XopH-NES GFP

kDa

175

127

Anti-GFP

Abbildung 13: Kernlokalisierung ist fur die Virulenzfunktion von XopH nicht notwendig. (A)
Lokalisierungsstudien. XopH-GFP lokalisiert im pflanzlichen Zytoplasma und Zellkern. NES-XopH-GFP hat
keinen Einfluss auf die Kernlokalisierung aber XopH-NES-GFP ist nicht mehr im Zellkern lokalisiert. Die
verschiedenen Konstrukte wurden unter Kontrolle eines 35S-Promotors mittels Agrobacterium transient in N.
benthamiana exprimiert. Nach 1,5 Tagen wurden Blattscheiben ausgestanzt und mit dem konfokalen LSM
analysiert. Rot ist die Autofluoreszenz der Chloroplasten. Die weiRen Balken entsprechen 10 pm. (B)
Kernausschluss von XopH hat keinen Einfluss auf die Unterdriickung der durch XopJ ausgeldsten HR. Es wurde
jeweils Agrobacterium GV3101(pGWB5-xopJ) im Verhéltnis 1:2 mit GV3101 (GFP), (XopH-GFP), (NES-
XopH-GFP) bzw. (XopH-NES-GFP) gemischt und mit einer ODgeam=1 inokuliert. Die Phanotypen wurden 3
Tage nach Inokulation dokumentiert. (C) XopH-GFP und XopH-NES-GFP werden in der Pflanze stabil
exprimiert. NES-XopH-GFP war mittels Immunoblotting nicht nachweisbar. Es wird mdglicherweise abgebaut,
wodurch die Fluoreszenz im Kern erklarbar wére. Die schwéchere Expression der beiden NES-Konstrukte ist ein
wahrscheinlicher Grund fiir die unvollstandige Unterdriickung der XopJ-HR. Proteinextrakte von Blattscheiben,



Ergebnisse 52

(Fortsetzung Beschriftung Abbildung 13) in denen xopH-gfp, NES-xopH-gfp, xopH-NES-gfp und gfp exprimiert
werden, wurden mit Hilfe eines GFP-spezifischen Antikdrpers durch Immunoblotting analysiert. Es wurden
jeweils 3 Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt.

3.2.6 Identifizierung moglicher pflanzlicher Zielproteine von XopH

Die vorliegenden Ergebnisse legen eine Rolle von XopH bei der pflanzlichen Immunabwehr
in Abhéangigkeit des aktiven Zentrums von Tyrosinphosphatasen nahe. Um pflanzliche
Zielproteine von XopH zu identifizieren, wurde eine Hefe-2-Hybrid-Sichtung einer Tomaten-
cDNA Bibliothek, wie unter 3.1.3.2. beschrieben, durchgefiihrt. Als Kéder diente XopH in
voller Lange. Die durch Auszahlen bestimmte Anzahl von insgesamt gesichteten diploiden
Hefezellen betrug in diesem Experiment 1*10”. Nach 6-8 Tagen wuchsen 34 Hefekolonien,
die auch nach dberstreichen auf SD/-THAL/+X-a-Gal stabil wuchsen und alle funf
Reportergene und Auxotrophiemarker aktivierten. Die Plasmide der 34 Kandidaten wurden
isoliert und Uber einen Zwischenschritt in E. coli in den Stamm AH109 transformiert. Durch
gezielte Paarung mit jeweils den Hefestdammen Y187 (pGBST7-xopH) und Y187 (pGBKT7-
lamC) konnte in den entstandenen diploiden Zellen die Spezifitat der Interaktion bestimmt
werden. Drei der 34 von den cDNA-Fragmenten exprimierten Proteine interagierten
spezifisch mit XopH und nicht mit der Spezifitatskontrolle LaminC, was durch Wachstum
und Blaufarbung der entsprechenden Stdmme auf SD/-THAL/+X-a-Gal beobachtet werden
konnte (Abbildung 14).

Abbildung 14: Spezifische Interaktion isolierter Beuteprotein-
Fragmente mit XopH. Suspensionen der diploiden Hefezellen mit
jeweils dem aus der Y2H-Bibiliothek isoliertem Plasmid-Derivat und
(pGBST7-xopH) bzw. (pGBKT7-lamC) wurden mit einer ODgy=0,1 auf
die auf selektives Minimalmedium SD/~THAL/+ X-a-Gal getropft. Die
Abbildung zeigt das Wachstum nach 2 Tagen bei 30°C. Die mit XopH
isolierten Beuteproteine interagierten mit XopH - und aktivierten damit
die Expression der Reportergene — nicht aber mit LaminC.

WRKY

LeArcl ’ T
UMPK &;
unspezifisch '

Durch Sequenzierung der entsprechenden cDNA-Fragmente wurden ein Transkriptionsfaktor

der WRKY-Familie, das Protein WRKY1 aus Solanum lycopersicum (Akzessionsnummer:
FJ654265.1), LeArcAl und ein Protein, das als UMPK-&hnlich (uridin-monophosphate-

kinase-like) annotiert wurde, identifiziert (The Gene Index Database; Sequenzen siehe
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Anhang). LeArcAl gehort zur  WDA40-Superfamilie  und  besitzt  WD40
Sequenzwiederholungen, das UMPK-dhnliche Protein enthalt eine vorhergesagte
Kinasedomane (Marchler-Bauer et al., 2011). Zu allen drei DNA-Sequenzen konnten
passende ESTs (expressed sequence tags) in einer Datenbank (Solanum lycopersicum;
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) identifiziert werden, die einen vollstandigen offenen

Leserahmen enthielten (siehe Anhang).

3.2.7 Subzellulare Lokalisierung von WRKY, LeArcAl und UMPK

Um zu uberprufen, ob eine Bindung von WRKY1, LeArcAl und UMPK-like an XopH in der
Pflanzenzelle wahrscheinlich ist, wurde die subzellulare Lokalisierung der Interaktoren, wie
zuvor beschrieben, bestimmt. Die vollstandigen Sequenzen der 3 Interaktoren wurden in
PENTR/D kloniert und anschlieBend in pK7FWG2 rekombiniert. Die Fusionsproteine
WRKY1-GFP, LeArcAl-GFP und UMPK-GFP wurden mittels Agrobacterium transient in N.
benthamiana exprimiert. Nach zwei Tagen wurde die GFP-Fluoreszenz beobachtet. WRKY'1
ist, wie von WRKY-Proteinen bekannt, im pflanzlichen Zellkern zu finden; LeArcAl
lokalisiert genau wie XopH im Zytoplasma und im Zellkern (Abbildung 15). Diese beiden
Proteine sind potentielle Interaktionspartner von XopH. Das Uridin-Monophosphat-Kinase-
ahnliche Protein lokalisiert in den Chloroplasten (Abbildung 15). Auch eine Koexpression mit
XopH andert die chloroplastidare Lokalisierung von UMPK nicht (Daten nicht gezeigt). Eine
Interaktion zwischen XopH und UMPK in der lebenden Zelle ist somit unwahrscheinlich.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass es sich um einen falsch-positiven Interaktor handeln
konnte, was im spateren Verlauf dieser Arbeit zusétzlich durch den Umstand bestatigt wurde,
dass UMPK auch in einer anderen Y2H-Sichtung gefunden wurde und der dort exprimierte
Abschnitt schwach mit LaminC interagierte.

Die die in Hefezellen identifizierte Bindung der putativen Interaktoren an XopH wurde in der
Pflanze mit Bimolekularer Fluoreszenzkomplementation (BiFC) untersucht. Eine Interaktion
eines der Proteine mit XopH konnte unter diesen Bedingungen jedoch nicht beobachtet

werden (siehe Anhang).
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Abbildung 15: Subzellulare Lokalisierung der XopH-Interaktoren. Alle Proteine wurden als C-terminale
GFP-Fusionen mittels Agrobacterium in N. benthamiana exprimiert. Die Bilder wurden mit einem konfokalen
LSM zwei Tage nach der Inokulation aufgenommen. (A) Das UMPK ahnliche Protein kolokalisiert mit den
Chloroplasten der Zelle. Rot ist die Autofluoreszenz der Chloroplasten. LeArcAl lokalisiert im pflanzlichen
Zytoplasma und Zellkern. (B) WRKY1 ist ausschlieflich im pflanzlichen Zellkern nachweisbar. Die Expression
der GFP-Fusionsproteine wurde durch Immunoblotting und Nutzung eines GFP-spezifischen Antikorpers
Uberpruft. Die Experimente wurden mind. zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt.

Um einen Hinweis auf die biologische Relevanz eines Interaktors zu erhalten, ist eine
etablierte Methode das Virus-induzierte Gen-Silencing (VIGS, virus induced gene silencing)
eines Interaktor-Gens in der Pflanze. Anschlielend kann man an diesen Pflanzen
Verénderungen des durch den Effektor hervorgerufenen Phanotyps untersuchen.
Voruntersuchungen ergaben, dass die XopJ-HR in Virus-infizierten Pflanzen nicht
reproduzierbar ist. Daher war eine Analyse des Einflusses der Interaktoren auf die HR-
Suppression durch XopH nicht mdglich.
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3.3 Charakterisierung des Typ Il11-Effektors XopG

3.3.1 XopG hemmt das Wachstum von Xcv

Um den Einfluss von XopG auf die Pathogenitdt von Xcv zu untersuchen, wurde eine
genomische xopG-Mutante erstellt, bei der ein 201 bp Xhol-Fragment einschlie3lich der
ersten 56 nt von xopG deletiert wurde (MM). Der entstandene Stamm Xcv 85-10AxopG,
verhielt sich nach Inokulation in hoher Zelldichte in ECW und ECW-10R phénotypisch nicht
unterscheidbar zum WT Xcv 85-10 (Tabellen 5 und 13). Um kleinere Wachstumsunterschiede
in suszeptiblen Pflanzen aufzuspuren, wurden Wachstumskurven durchgefiihrt. Xcv 85-
10AxopG zeigte ein starkeres Wachstum im Vergleich zum WT, welches nach einem Tag am
grolten war, dann abnahm, bis sich beide Stamme wieder anglichen. Abbildung 16 zeigt den
Wachstumsunterschied der beiden Stimme nach einem Tag. Das Experiment wurde fiinfmal
durchgefihrt, ein Wachstumsvorsprung der Deletionsmutante war in jedem Fall zu
beobachten, schwankte jedoch zwischen den einzelnen Experimenten zwischen zweifach und
zehnfach besserem Wachstum der Mutante im Vergleich zum WT. Abbildung 16 zeigt einen

mittleren Wachstumsunterschied.

m 85-10

H 85-10 AxopG

0 1 dpi

Abbildung 16: Starkeres Wachstum der XopG-Deletionsmutante im Vergleich zu 85-10 WT. Jeweils 3
Paprikapflanzen wurden groRflachig mit einem der Xanthomonas-Stamme 85-10 [WT] und 85-10AxopG mit
einer OD von 0,4 x 10* cfu/ml inokuliert. Nach 0 und 24 Stunden wurden Blattscheiben ausgestanzt, in der
Kugelmiihle zerkleinert und anschliefend verschiedene Verdinnungsstufen auf NYG-Medium plattiert. Nach 3
Tagen wurden die Kolonien gezéhlt. Es wurden 5 unabhéngige Experimente durchgefiihrt, die stets einen
Wachstumsvorteil fiir die xopG-Deletionsmutante zeigten.
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3.3.2 XopG verursacht Zelltod in Paprika ECW

Um XopG phénotypisch zu charakterisieren, wurde XopG N- und C-terminal jeweils mit
einem kleineren (4 x c-Myc) oder einem groBeren (GFP) Epitop fusioniert und mittels
Agrobacterium in verschiedenen Pflanzen exprimiert. Dabei zeigte sich, dass XopG in
Paprika ECW nach 2-3 Tagen einen HR-&hnlichen Zelltod auslést, wobei es unerheblich war,
ob XopG am N- oder C-Terminus bzw. mit einem groReren oder kleineren Epitop fusioniert
war (Abbildung 17). Interessanterweise konnte eine XopG-HR nur auf ECW und ECW-10R
Pflanzen beobachtet werden, wahrend auf ECW-30R keine Symptome erkennbar waren
(Abbildung 17). Dieser Umstand war unerwartet, da angenommen wird, dass ECW und
ECW-30R nahezu isogene Paprikalinien sind. Die Linien sind durch wiederholte
Ruckkreuzungen entstanden sind, bei denen nur auf AvrBs3-Resistenz selektiert wurde
(Minsavage et al., 1990).

Dartiber hinaus loste die Expression von XopG auch in einigen anderen Pflanzen Zelltod aus:
in Nicotiana tabacum (aber nicht in N. benthamiana), in Nicandra physaloides und partiellen
Zelltod in Physalis peruviana (Abbildung 28, Tabelle 4).

~ N
ECW ECW-30R

Abbildung 17: Xop G verursacht Zelltod auf Paprika ECW (A), nicht aber auf ECW-30R (B). XopG
wurde mit GFP N-terminal (1) und C-terminal (2) sowie mit 4-fach c-Myc N-terminal (3) und C-terminal (4)
fusioniert und mittels Agrobacterium in Paprika ECW und ECW-30R exprimiert. Als Kontrolle diente das leere
Plasmid (e.V.). Nach 2-3 Tagen ist die durch XopG ausgeldste HR sichtbar. 4 dpi wurden die Inokulationsstellen
dokumentiert. Die gestrichelten Linien umranden die inokulierten Flachen. Weder N-terminale noch ein C-
terminale Fusionen beeinflussen den durch XopG ausgeldsten Zelltod.
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3.3.3 Der XopG vermittelte Zelltod wird polygenisch verursacht

Der Unterschied zwischen den Paprikalinien ECW und ECW-30R sollte in erster Linie im
Bs3-Lokus liegen. Um herauszufinden, ob Bs3 der Grund dafiir ist, dass die XopG in ECW-
30R Pflanzen keine HR auslost, wurden verschiedene Ansatze verfolgt. Erstens wurden der
direkte Einfluss des Bs3-Gens und des Bs3-Proteins (Romer et al., 2007b) untersucht: xopG
und Bs3 unter Kontrolle des nativen Promotors bzw. xopG und Bs3 unter Kontrolle des 35S-
Promotors (Tabelle 3) wurden jeweils parallel mittels Agrobacterium in ECW-Pflanzen
Ubertragen, um zu untersuchen, ob auch in diesem Fall die XopG-HR ausbleibt. Jedoch war in
beiden Fallen eine deutliche XopG-HR sichtbar. Eine mogliche direkte Suppression der
XopG-HR durch das Bs3-Protein oder ein Einfluss durch die Anwesenheit des Bs3-Gens
konnte somit ausgeschlossen werden.

Als Zweites war interessant, ob die Abwesenheit des Bs3-Gens fiir die XopG-HR
verantwortlich ist. Um dieser Frage nachzugehen, wurde die F2-Generation einer Kreuzung
zwischen ECW und ECW-30R analysiert (U. Bonas unverdffentlicht). In 2 unabhangigen
Experimenten wurden jeweils ca. 40 F2-Pflanzen mit Agrobakterien, welche XopG in die
Pflanze Ubertragen und einem Stamm, der AvrBs3 in die Pflanze Ubertragt, inokuliert. Als
Kontrollpflanzen dienten ECW und ECW-30R, die wie erwartet auf die Expression der
entsprechenden Gene reagierten (Tabelle 5). Von den 87 getesteten F2-Pflanzen zeigten 64
eine AvrBs3-spezifische HR. Weitere 22 Pflanzen reagierten weder auf AvrBs3 noch auf
XopG (Tabelle 5). Keine der Pflanzen reagierte spezifisch auf XopG. Das zeigt, dass obwohl
in einigen Pflanzen kein funktionelles Bs3 vorliegt, trotzdem keine XopG-HR ausgeldst
wurde. Eine Pflanze verhielt sich jedoch verschieden von den anderen. Sie reagierte auf beide
Agrobakterienstdmme stark und warf kurze Zeit spater, anders als alle anderen Pflanzen, alle
Blatter mit Inokulationsstellen ab. So wirkte dies eher wie eine Uberreaktion der Pflanze,
nicht wie eine spezifische Reaktion, die aber hier dennoch nicht unerwéhnt bleiben soll.

Die Reaktion der F2-Population auf AvrBs3 entsprach der erwarteten 3:1 Aufspaltung fur
einen einfachen dominanten Erbgang. Jedoch spaltete sich die XopG-HR nicht in der F2-
Generation auf, sondern keine der Pflanzen (mit der erwahnten Ausnahme) reagierte auf
XopG. Das lasst vermuten, dass es sich bei der Reaktion auf XopG um keine Gen fir Gen

Antwort handelt, sondern vermutlich mehrere Gene daran beteiligt sind.
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Tabelle 5: Keine Aufspaltung der XopG-HR in der F2-Generation einer Kreuzung aus ECW- und ECW-
30R-Paprikapflanzen.

Pflanzen Pflanzenanzahl AvrBs3 XopG
ECW )
ECW-30R HR

64 x HR
F2-Generation 22 X

1x (HR) (HR)

Die Paprikalinien ECW und ECW-30R wurden sowohl mit Agrobakterien inokuliert, die XopG exprimieren, als
auch mit Agrobakterien, die AvrBs3 exprimieren. Die Phanotypen wurden 4 dpi protokolliert. --- bedeutet keine
Reaktion an der Inokulationsstelle. Die Zahlen umfassen zwei unabhdngige Experimente mit insgesamt 87 F2-
Pflanzen.

3.3.4 XopG lokalisiert im pflanzlichen Zellkern und Nukleolus

Wie zuvor beschrieben (3.1.2.1), wurde die subzelluldre Lokalisierung von XopG mit Hilfe
von GFP-Fusionsproteinen untersucht. Teile der infiltrierten Blattbereiche wurden nach 1
bzw. 2 Tagen mit Hilfe des konfokalen Laser Scanning Mikroskops (LSM) untersucht. Es
zeigte sich flr beide Fusionsproteine nach einem Tag eine deutliche Fluoreszenz im
Kernbereich und dort besonders sichtbar im Nukleolus (Abbildung 18b). Nach langerer
Uberexpression (>24 Stunden) waren Teile des Proteins auch im Zytoplasma sichtbar. Dies ist

maoglicherweise eine Folge von Proteinabbau (Abbildung 18c).

3.3.5 Zinkbindemotiv ist essentiell ftr die Auslésung einer HR, beeinflusst aber nicht die
Lokalisierung von XopG
XopG besitzt, genau wie die homologen Proteasedoménen der Tetanus- und Clostridium-
Neurotoxine, ein Zinkbindemotiv, welches durch bestimmte konservierte Reste (Abbildung 5)
reprasentiert wird (M27 Familie, MEROPS Akzession MER01174). Wird nun das Glutamat
an Position 174 gegen Alanin ausgetauscht, so ist aus Studien an Botulinum-Neurotoxin A
bekannt, dass die Proteaseaktivitat vollstandig zerstort wird, jedoch die Faltung des Proteins
wird, anders als bei Punkmutationen an anderen Positionen, kaum beeinflusst (Rigoni et al.,
2001). Diese Punkmutation wurde nun auch in XopG durch zielgerichtete Mutagenese
eingefiihrt und das entstandene mutagenisierte Protein XopGgi74a auf seine Funktion in der
Pflanze getestet. Dazu wurden XopG und XopGegi7sa Mittels Agrobacterium in ECW-Pflanzen
exprimiert. Es zeigte sich, dass die Zelltodreaktion durch diesen Aminosaureaustausch
vollstdndig ausbleibt (Abbildung 18a). Die subzelluldre Lokalisierung im Zellkern und

Nukleolus blieb davon allerdings unberihrt. Beide Proteine wurden mit GFP fusioniert mittels
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Agrobacterium in ECW-Pflanzen exprimiert und 1,5 dpi mit dem LSM analysiert. XopGgi74a
lokalisiert im Zellkern und Nukleolus, genau wie das WT-Protein (Abbildung 18b).

Da angenommen wird, dass die 3-D Struktur von XopG relativ unverandert blieb und der
einzige Unterschied im aktiven Zentrum der putativen Protease liegt, ist nicht
unwahrscheinlich, dass auch XopG eine Proteaseaktivitat besitzt, die fur die Funktion in der
Pflanze essentiell ist. Diese Schlussfolgerung stitzt sich jedoch nur auf Vermutungen, da eine
enzymatische Aktivitat fir XopG bisher nicht nachgewiesen werden konnte (R. Szczesny,

unveroffentlicht).

Zink-Bindemotiv

142 HE--H---//---EE 174
142 HE--H---//---EA 174
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Abbildung 18: Punktmutation E174A im Zinkbindemotiv verhindert die XopG-HR, Lokalisierung von
XopG im pflanzlichen Zellkern und Nukleolus, wird durch diese Mutation nicht beeinflusst. XopG und
XopGegi74a Wurden im Vektor pK7FWG2 mit N-terminalem GFP-tag mittels Agrobacterium in der Pflanze
exprimiert. (A) Expression in Paprika ECW, 3dpi; Das Kasten zeigt die konservierten Reste des Zink-
Bindemotives von XopG, mit der Glutaminséure (E) an Position 174, die gegen ein Alanin ausgetauscht wurde,
um eine inaktive Variante von XopG zu erhalten. (B) Expression in N. benthamiana, 1,5 dpi. Um Zellkerne zu
visualisieren, erfolgte 36 h nach Infektion eine Infiltration mit DAPI-L6sung. Eine Stunde spater wurde
Blattmaterial geerntet und mikroskopisch mit Hilfe des konfokalen LSM unter Verwendung spezifischer Filter
fir EGFP und DAPI ausgewertet. Rot: Autofluoreszenz der Chloroplasten. (C) Nachweis der GFP-Fusionen
mittels Immunoblotting. Blattscheiben wurden nach 1,5 Tagen geerntet, die Zellen aufgeschlossen und die
Proteinextrakte mittels Immunaoblotting unter Verwendung eines GFP-spezifischen Antikdrpers analysiert.



Ergebnisse 60

3.3.6 Kernlokalisierung ist notwendig fur die Funktion von XopG

Als néchstes stellte sich die Frage, ob die Lokalisierung im Zellkern und Nukleolus
notwendig flr die Funktion von XopG ist. Um diese Frage zu beantworten, wurde XopG an
ein  NES-Motiv (nuclear export signal) N- bzw. C-terminal fusioniert. Die XopG
Fusionsproteine wurden mittels Agrobacterium transient in N. benthamiana exprimiert. Zur
Visualisierung sind sie zusatzlich mit GFP gekoppelt. Beide Fusionsproteine waren schwach
exprimiert, so dass sie in der Immunoblotanalyse kaum sichtbar waren (Abbildung 19¢). Nach
2 Tagen war jedoch unter dem konfokalen LSM die Fluoreszenz einiger Zellen zu erkennen.
Die N-terminale Fusion NES-XopG ist unverdndert zu XopG allein im Zellkern und
Zytoplasma lokalisiert (Abbildung 19). Die Griinde dafiir sind nicht bekannt, es kénnte eine
Abspaltung des Proteins vom NES-Signal vorliegen. Trotz der deutlich schwécheren Protein-
Expression, ist dieses Fusionsprotein in einigen Experimenten in der Lage eine HR zu
induzieren (Abbildung 19d). Diese HR war jedoch nur auf jungeren Paprikablattern
reproduzierbar, was anscheinend mit dem niedrigen Expressionslevel zusammenhéangt. XopG-
NES ist hingegen, wie erwartet, zum grofiten Teil im Zytoplasma und nicht mehr im Kern
oder im Nukleolus zu finden (Abbildung 19c). Dieses kernausgeschlossene Fusionsprotein
war in keinem der Experimente mehr in der Lage, eine HR in Paprika ECW auszultsen
(Abbildung 19d). Es ist nicht wahrscheinlich, dass die Lage des Epitops zum Verlust der HR
flihrt, da bereits zuvor gezeigt wurde, dass es keinen Einfluss hat, ob XopG als N- oder C-
terminale Fusion exprimiert wird (Abbildung 17). Somit kann davon ausgegangen werden,
dass XopG, um eine Zelltodreaktion hervorzurufen, im Zellkern und/oder Nukleolus

lokalisiert sein muss.

3.3.7 Wird die XopG-HR in Xcv von einem anderen Effektor unterdriickt?

Wie oben beschrieben, 16st XopG, wenn es mittels Agrobacterium exprimiert wird, eine HR
in ECW Pflanzen aus. Die Paprikalinie ECW ist jedoch suszeptibel bei Infektion mit Xcv 85-
10; in dessen Genom XopG konstitutiv exprimiert wird (Thieme, 2006). Deshalb lag nahe zu
Uberpriifen, ob die XopG-Erkennung in ECW Pflanzen unter natirlichen Bedingungen von
einem anderen Xcv-Effektor unterdriickt wird. Um sich dieser Mdglichkeit zu ndhern, wurde
XopG mit allen Typ Ill-Effektoren in Paprika ECW koexprimiert, die in unserem Labor
vorlagen: XopB, XopC, XopD, XopEl, XopE2, XopF, XopH, Xopl, XopJ, XopL, XopM,
XopK, XopR, XopS (Kapitel 3.5), AvrBsl, AvrBs2, AvrBs3, AvrBs4, AvrRxv, HpaA. Fir
jedes dieser Effektorgene lag ein einzelnes Binédrvektor-Expressionskonstrukt unter Kontrolle



Ergebnisse 61

XopG-GFP NES-XopG-GFP XopG-NES-GFP

Anti-GFP

Abbildung 19: Lokalisierung von XopG im Nukleus/Nukleolus scheint wichtig fur die Funktion in der
Pflanze. Ein NES-Signal wurde N- bzw. C-terminal an xopG-gfp fusioniert. Die Fusionsproteine wurden mittels
Agrobacterium transient in N. benthamiana exprimiert. (A)-(C) Aufnahmen mit dem konfokalen LSM. Grin:
GFP-Fluoreszenz, rot: Autofluoreszenz der Chloroplasten. Die weillen Balken entsprechen 10 um. (A) Die
Lokalisierung von XopG wurde wegen der starkeren Expression 1 dpi aufgenommen. (B)+(C) Die Fluoreszenz
der NES-Fusionen wurde 2 dpi dokumentiert. (D) Infiltration der Agrobakterienstdmme in Paprika ECW. XopG-
GFP und NES-XopG-GFP losen eine HR aus. XopG-NES-GFP l6st keine HR aus. XopG ohne GFP diente als
zusétzliche phanotypische Kontrolle. Die Phénotypen wurden 4 Tage nach Inokulation dokumentiert. Zur
besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter unter UV-Licht fotografiert. (E) Die Expression der
Fusionsproteine wurde mittels Immunoblotting unter Nutzung eines GFP-spezifischen Antikdrpers analysiert.
Das Fusionsprotein NES-XopG-GFP war nicht und XopG-NES-GFP sehr schwach nachweisbar (*). Die
Analysen wurden mind. zweimal durchgefihrt.

eines 35S-Promotors in Agrobacterium vor oder wurde wahrend dieser Arbeit erstellt
(Referenzen Tabelle 3).Die Agrobakterienstimme wurden auf eine OD von 0,8 eingestellt und
jeweils im Verhéltnis 1:1 mit Agrobacterium (pGWB17-xopG) gemischt und anschlie3end in
Paprika ECW inokuliert. Nur XopB hat einen Effekt auf die XopG-HR, es reduzierte die
Zelltodreaktion deutlich, die Expression der anderen Effektoren beeinflusste die XopG-
Reaktion nicht (Abbildung 20).
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(A)
XopG

(B)

Effektor  Einfluss auf XopG- | Effektor Einfluss auf XopG- | Effektor  Einfluss auf XopG-
HR HR HR

XopB Zelltodsuppression | Xopl - AvrBsl -
XopC - Xop) - AvrBs2 -
XopD - XopK - AvrBs3 -
XopEl - XopM - AvrBs4 -
XopE2 - XopK - AvrRxv -
XopF - XopR - HpaA -
XopH - Xop$S -

Abbildung 20: XopB unterdriickt die XopG-HR. Der Stamm GV3101 (pGWB17-xopG) wurde im Verhaltnis
1:1 mit Agrobakterienstdammen gemischt, die jeweils einen unter (B) aufgefiihrten Effektor unter Kontrolle eines
35S Promotors exprimieren oder als Kontrolle mit Agrobacterium ohne zuséatzliches Effektorprotein und in
Paprika ECW inokuliert. Zuvor wurde die ODgg aller Agrobakterienstdamme auf 0,8 eingestellt. Die gemischte
Inokulation von xopG mit xopB zeigte als einzige eine reduzierte XopG-HR. (A) Die XopG-HR wird vollstandig
unterdriickt, wenn man die beiden Stdimme im Verhaltnis 2:3 (XopG : XopB) mischt. Zuvor wurde die ODgqo der
Agrobakterienstdmme auf 1,0 eingestellt. Als Kontrolle wurde der XopG-exprimierende Stamm mit einem
Agrobacterium-Stamm gemischt, der GFP in die Pflanze Ubertragt (— XopB). Nach 3 Tagen ist eine deutliche
durch XopG ausgeldste Zelltodreaktion erkennbar. Die Bilder wurden 4 Tage nach Infiltration aufgenommen.

3.3.8 Keine direkte Interaktion zwischen XopG und XopB

Um die Frage zu beantworten, ob XopB die XopG-HR durch direkte Bindung an XopG
unterdriickt, wurden Interaktionsstudien im Hefe-2-Hybrid-System durchgefihrt. Dazu
wurden XopG und XopB jeweils als Fusionsproteine mit der DNA-Bindedoméne oder der
Aktivierungsdoméane in Hefe exprimiert. Als Spezifitatskontrollen dienten XopGegi74a und
LaminC. Die Hefestaimme wurden nach erfolgreicher Kotransformation auf selektives
Medium getropft. Wachstum auf SD/-TL wird durch die Anwesenheit beider Plasmide
pGBST7 und pGADT7 ermdglicht. Wachstum auf SD /-THAL erfolgt nur bei Bindung beider
Proteine. Es ist keine Interaktion von XopG und XopB nachweisbar (Abbildung 21).
Weiterhin kann man beobachten, dass weder XopG noch XopB dimerisieren. LaminC
interagiert, wie bekannt, mit sich selbst und eine Interaktion mit XopGgizaa War zu

beobachten. Diese Interaktion erschien jedoch schwaécher, da im Fall der Interaktion von BD-
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LamC mit AD-XopGegi7aa erst nach 2 Tagen einige Einzelkolonien sichtbar waren, im
Vergleich zum flachendeckenden Wachstum bei direkter Interaktion von LaminC mit sich

selbst. Bei der umgekehrten Fusion der Doménen, war keine Blaufarbung zu beobachten.

BD-Fusion N ~
v v
AD-Fusion *OQG *OQG)@ *09?’ \:&(\C *096 *0966 *09% \:a‘(\c

XopG
XopGei7sa
XopB
LamC
L

T/-L -T/-L/-H/-A/+X-0-Gal

Abbildung 21: XopB und XopG binden im Gal4 Hefe-2-Hybrid-System nicht aneinander. Alle Proteine
wurden als BD-Fusionen bzw. AD-Fusionen wie angegeben gemeinsam mit dem jeweiligen potentiellen
Interaktionspartner in Hefe AH109 exprimiert. Hefezellsuspensionen wurden auf selektives Medium getropft.
Das Wachstum wurde nach 2 Tagen dokumentiert. Die Anwesenheit beider Expressionsplasmide wurde durch
Wachstum auf SD-Medium /-T/-L Uberprift. Wachstum und Blaufarbung auf SD /-T/-L/-H/-A/+X-a-Gal
bedeutet Interaktion beider Proteine. Zwischen XopB und XopB findet keine Interaktion statt.

3.3.9 Deletion des Zelltodsuppressors XopB fuhrt zu keiner Veranderung des Phanotyps
von Xcv 85-10 auf Paprika ECW

Da XopB die XopG-HR unterdriickt, stellte sich nun die Frage, ob ein Xanthomonas-Stamm
ohne XopB eine HR in Paprika ECW auslost. Es war jedoch bereits bekannt, dass eine Xcv
85-10AxopB Mutante keinen verénderten Phanotyp im Vergleich zum WT-Stamm hat (Noél
et al., 2001). Um mogliche kleinere Unterschiede festzustellen, wurde eine Wachstumskurve
von einem xopB-Deletionsstamm, in dem zusétzlich XopG von dem Plasmid pDGW4M unter
Kontrolle eines starken Promotors (triple lac) exprimiert wird, erstellt. Als Kontrollen dienten
ein 85-10 WT-Stamm, in dem XopG Uberexprimiert wurde und die XopGgi7sa Mutante die
ebenfalls im 85-10AxopB Hintergrund Uberexprimiert wurde, um zu sehen, welchen Einfluss
das Zink-Bindemotiv von XopG hat.

Wie erwartet wuchs die XopB Deletionsmutante unveréndert zum 85-10 WT (Noél et al.,
2001). Wird XopG in der Deletionsmutante uberexprimiert, erreichen die Xanthomonaden nur

noch ca. ein Funftel der Zelldichte. Dasselbe trifft jedoch auch fiir die Expression von XopG
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im 85-10 WT-Hintergrund und fir die Expression der XopGgi174a Mutante zu. Ein spezifischer

Effekt der Uberexpression von XopG in Xcv 85-10AxopB ist nicht festzustellen.
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Abbildung 22: Deletion des Suppressors XopB hat auch bei Uberexpression von XopG keinen Einfluss auf
das Wachstum von Xcv 85-10 in Paprika ECW. Jeweils 3 Paprikapflanzen wurden groRflachig mit einem der

Xanthomonas-Stdmme 85-10 [WT], 85-10AxopB, 85-10(pGWB4M-xopG) [pxopG], 85-10AxopB(pGWB4AM-
xopG) und 85-10AXxopB(pGWB4M-x0pGei744) Mit einer OD von 0,4 x 10* cfu/ml inokuliert. Nach
entsprechender Anzahl von Tagen wurden Blattscheiben ausgestanzt, in der Kugelmihle zerkleinert und
anschlieBend verschiedene Verdinnungsstufen auf NYG-Medium plattiert. Jeweils nach 3 Tagen wurden die
Kolonien gez&hlt und in einer Wachstumskurve zusammengefasst. Die Ergebnisse sind von einem
reprasentativen Experiment.

3.3.10 Das Signal fur die Kernlokalisierung von XopG liegt in der C-terminalen Hélfte des
Proteins. FUr die Lokalisierung im Nukleolus ist zusatzlich der N-Terminus wichtig.

In silico-Analysen der XopG-Aminosauresequenz ergaben als wahrscheinlichste subzellulare
Lokalisierung den Zellkern (www.WoLFPSORT.org), jedoch wurde kein spezifisches
Kernlokalisierungssignal vorausgesagt (PredictNLS, www.predictprotein.org). Dartber
hinaus gibt es in der Literatur bereits Vorhersagen fur mogliche Nukleolus-
Lokalisierungssequenzen, die jedoch so divers sind, dass bisher keine in silico Vorhersage
maoglich ist (Emmott und Hiscox, 2009). Es wird beschreiben, dass ein (R/K)(R/K)X(R/K)-
Motiv einzeln oder mehrmals in einer Reihe bei nukleolar lokalisierten Proteinen vorkommt
(Horke et al., 2004; Emmott und Hiscox, 2009). Ein &hnliches Motiv konnte in XopG an den
Aminosaurepositionen 54-58 identifiziert werden und umfasst die Aminosduren RKNRK

(Abbildung 23). Ein weiteres &hnliches Signal ist am C-terminalen Ende von XopG lokalisiert
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mit der Sequenz RKKYK. Um zu untersuchen welcher Bereich von XopG fur die
Kernlokalisierung notwendig ist und ob diese Kernlokalsierung in jedem Fall mit der
Fahigkeit eine HR auszuldsen korreliert, wurde XopG in 2 Hélften mit je einer putativen
Kernlokalisierungssequenz geteilt. Auflerdem wurde ein N-terminal um 51 Aminosduren
verkurztes Derivat von XopG wurden erstellt, welches beide putativen
Kernlokalisierungssequenzen enthalt. Zur Visualisierung in der Pflanzenzelle wurden alle
XopG-Derivate mit GFP fusioniert, resultierend in den Konstrukten gfp-xopGansi, X0pGnio7-
gfp, gfp-xopGnioz und gfp-xopGeigs. Alle XopG-Derivate wurden gemeinsam mit gfp-xopG,
xopG-gfp und gfp mittels Agrobacterium transient in N. benthamiana exprimiert.

Das GFP-XopGgansi-Fusionsprotein lokalisiert in LSM-Analysen wie das WT-Protein im
Zellkern und in einigen, aber nicht allen Zellkernen im Nukleolus (Abbildung 23d), jedoch
war dieses Fusionsprotein mittels Immunoblotting unter Nutzung eines GFP-spezifischen
Antikdrpers nicht nachweisbar (Abbildung 23c). Dieses Protein war auch nicht mehr in der
Lage, eine Zelltodreaktion in ECW hervorzurufen (Abbildung 23). Es ist unklar, ob die
geringe Expression der Grund fiur das Fehlen der Zelltodreaktion ist, jedoch wurde wahrend
dieser Arbeit beobachtet, dass auch die Agrobacterium-vermittelte Expression von xopG unter
Kontrolle eines schwacheren Promotors eine HR auslost. Die ersten 51 Aminosduren von
XopG sind also mdglicherweise essentiell fir das Auslésen einer HR.

Der N-Terminus von XopG scheint notwendig aber nicht hinreichend zum Auslésen einer
Zelltodreaktion zu sein, denn weder XopGnioz noch XopGeigs riefen in Paprika ECW eine
sichtbare Reaktion hervor (Abbildung 23). Demzufolge sind der N-Terminus wie auch der C-
Terminus notwendig, aber nicht hinreichend fir die HR in Paprika ECW. XopGcigs iSt im
Zellkern lokalisiert, wahrend XopGnio7 im Kern und Zytoplasma verteilt und von der GFP
Kontrolle nicht unterscheidbar ist (Abbildung 23). Es kann daher angenommen werden, dass
das Signal fir die Kernlokalisierung in der C-terminalen Halfte des Proteins liegt, hier ist
auch eines der putativen Kernlokalisierungssignale zwischen den Aminoséurepositionen 205
und 209 beheimatet. Fir die Lokalisierung im Nukleolus ist jedoch zusétzlich der Bereich
zwischen den Aminosauren 51 bis 106 wichtig, in diesem Bereich ist das zweite putative

Kernlokalisierungssignal, oder moglicherweise Nukleoluslokalisierungssignal, lokalisiert.
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Abbildung 23: Subzellulare Lokalisierung und Expression von XopG-Deletionsderivaten in planta.
Agrobakterienstimme die T-DNA Transfer von gfp-xopG, xopG-gfp (1), gfp-xopGans: (2), XopGnier-gfp (3),
gfp-xopGnio7, 9fp-xopGeios (4), gfp (GFP) vermitteln, wurden in Paprika und N. benthamiana inokuliert. (A)
Schematische Darstellung der XopG-Derivate. Die schwarzen Balken in der C-terminalen Halfte symbolisieren
das Zink-Bindemotiv, die violetten Bereiche sind Motive, die Kernlokalisierungssignale (RKNRK) und
(RKKYK). (B) Phanotypen nach Inokulation der oben mit Zahlen markierten Agrobakterienstdmme in Paprika
ECW, die Bilder wurden 3 dpi aufgenommen. (C) Expression der XopG-Derivate in der Pflanze. 2 Tage nach
Inokulation wurden Blattscheiben aus N. benthamiana enthommen und nach erfolgtem Zellaufschluss mittels
Immunoblotting mit einem GFP-spezifischen Antikdrper analysiert. Das GFP-XopGans; Fusionsprotein war im
Immunoblot nicht sichtbar, von GFP-XopGyi; Wurde anscheinend GFP abgespalten. Es wurde fur die
phéanotypischen Analysen nicht verwendet. (D) Konfokale Laserscanning Mikroskopie von N. benthamiana-
Blattern zeigt die GFP-Fusionen 24 h nach Infiltration. Das Signal fur die Kernlokalisierung liegt in der C-
terminalen Hélfte des Proteins, fiir die Lokalisierung im Nukleolus ist auerdem der N-Terminus notwendig. Fir
GFP-XopGans; wurden sowohl Zellkerne mit als auch ohne fluoreszierenden Nukleolus detektiert, weshalb 2
reprasentative Zellkerne dargestellt sind. Rot: Autofluoreszenz der Chloroplasten. Die weillen Balken
entsprechen 5 um. Die Experimente wurden mindestens zweimal durchgefihrt.
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3.3.11 Identifizierung pflanzlicher Zielproteine von XopG mittels Hefe-2-Hybrid-Sichtung

Um Aufschluss Uber die Funktion von XopG zu erhalten, wurde mit Hilfe von Y2H-
Sichtungen nach pflanzlichen Zielproteinen gesucht (vergl. 3.1.2.2 und 3.2.6). XopG in voller
Lange diente dabei als Kdder. Die alleinige Expression XopG-BD in Hefe flihrte nicht zur
Autoaktivierung der Reportergene, so dass das Fusionsprotein als Kéder genutzt wurde. Nach
erfolgter Paarung des Koderstammes mit der zuvor genutzten Y2H-Bibliothek mit cDNA-
Klonen aus Tomate (Solanum lycopersicum Kultivar Moneymaker; D. Glrlebeck, S. Masiero,
H. Sommer und U. Bonas) wurde die Anzahl der Diploiden durch Plattieren verschiedener
Verdiinnungsstufen des Paarungs-Ansatzes auf 3,4*10" bestimmt. Insgesamt wurden ca. 200
Kolonien von dem auf Proteinbindung selektierenden Agarplatten isoliert, von denen
anschliefend 160 n&her untersucht wurden. Beim Spezifitatstest reagierten 37 der 160
Kandidaten spezifisch mit XopG aber nicht mit LaminC. Bei der Sequenzierung der cDNA-
Fragmente dieser 37 Kandidaten wurde eine Sequenz, die fur ein Protein mit einer SPRY
(SP1A and ryanodine receptor) -Doméne kodiert, insgesamt 5-mal isoliert, wobei es sich um
Fragmente von unterschiedlicher Lange handelte. Proteine mit SPRY-Doménen haben
Funktionen in der Signaltransduktion, z.B. der Calcium-Signaltransduktion, die genaue
Funktion der SPRY-Doméne ist jedoch nicht bekannt. Weiterhin wurde ein Porin identifiziert,
dessen Lokalisierung in der duReren mitochondrialen Membran vorhergesagt ist, und ein
Serin/Arginin-reiches Protein, welches eine RNA-Bindestelle, ein sogenanntes RNA
recognition motif (RRM), besitzt. Aufféallig war, dass sich unter den isolierten cDNA-
Fragmenten oft sehr kurze Fragmente mit polyA-Sequenzen befanden und sogar Fragmente,
die ausschliellich aus Adenin bestanden. Somit ist es auch méglich, dass XopG bevorzugt an
poly-Lysin bindet. Eine vollstandige Aufstellung der Kandidaten ist in Tabelle 6 zu finden,

die 3 genannten Kandidaten wurden flr in planta Analysen ausgewabhlt.

Tabelle 6: Auflistung der XopG-Interaktoren.

Homologie des EST-Nummer Wie oft Bemerkungen

Interaktors gefunden?

Protein mit SPRY - TC236577 5X SPRY (SP1A und Ryanodin

Domaéne Rezeptor), cDNA-Fragmente ca.
880-930 bp

Porin TC218696 1x PolyA am 3"-Bereich des cDNA-

Louter mitochondrial Fragments, Gesamtldnge cDNA 760

protein bp

Ser / Arg reiches Protein ~ TC242020 1x RNA recognition motif (RRM),
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Homologie des EST-Nummer Wie oft Bemerkungen

Interaktors gefunden?

(RRM) cDNA 885 bp

V-ATP Synthase (16 kDa TC218282, 1x nicht in frame, cDNA 500 bp

proteolipid subunit) TC217887

60 S ribosomales Protein ~ TC220216 1x nur 72% ldentitat zum EST aus
Tomate, 760 bp

UMPK-like, TC 197135 2 X

Phosphoribulokinase-like

Chlorophyll a-b LOC543976 7X

bindendes Protein o o
: wahrscheinlich falsch Positive
kurze Fragmente mit - 4 X
polyA am N- oder C-
Terminus

poly A - 14 x

3.3.12.1. Isolierung der vollstandigen DNA-Sequenzen der Interaktoren

Fur die Interaktoren SPRY und Porin wurden RACE-PCRs durchgefuhrt, um die
vollstdndigen Sequenzen der Gene zu erhalten. Es wurde fir das Porin ein ORF mit einer
Lange von 831 bp mit Sequenzinformation stromaufwarts und stromabwarts des kodierenden
Bereiches isoliert (siehe Anhang). Fir das SPRY-Protein wurden ebenfalls 5-und 3'-
Fragmente isoliert, aus diesen resultiert einen ORF von 1341 bp Lange (siehe Anhang). Fir
das Serin/Arginin-reiche Protein RRM waren aufgrund des zum cDNA-Fragment identischen
EST TC242020 aus Tomate ausreichend Sequenzinformationen stromaufwarts des ersten
ATG vorhanden, so dass keine RACE-PCR notwendig war. Der ORF dieses RNA-
Bindeproteins umfasst 1251 bp (siehe Anhang).

3.3.12 SPRY und RRM sind im pflanzlichen Zellkern lokalisiert

Als né&chster Schritt wurde untersucht, ob die im Y2H-System identifizierte Bindung von
XopG an SPRY und RRM auf die Pflanze tbertragbar ist. Zuvor wurde jedoch untersucht, ob
die Interaktoren wie XopG im Zellkern lokalisiert sind. Dazu wurden GFP-Fusionen im
Plasmid pK7FWG2 erstellt. Nach Expression der Fusionsproteine mittels Agrobacterium in
N. benthamiana war nach 36 Stunden GFP-Fluoreszenz von SPRY-GFP und RRM-GFP im

pflanzlichen Zellkern zu sehen (Abbildung 25b). Sie kommen also als Interaktoren von XopG
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in Frage. Porin ist zytoplastidar lokalisiert und Kernausgeschlossen (Abbildung 25al). Diese
Lokalisierung &ndert sich auch nicht, wenn XopG-myc mit Porin koexprimiert wird
(Abbildung 25all). Die Expression der GFP-Fusionsproteine wurde durch Immunoblotting
mit GFP-spezifischem Antikdrper analysiert, wobei als einziges die Expression von RRM-
GFP wiederholt nicht nachweisbar war (Abbildung 25). Aufgrund der Kernlokalisierung
wurde sich in weiteren in planta Experimenten auf SPRY und RRM konzentriert.

(A) POM-GFP POM-GFP+XopG

SPRY-GFP XopG-GFP RRM-GFP

& LSS
95 95
70 q : 70===
55 i 55 =
45 - 457
35 { 4 357 &
25 2t 25"
kDa : kDa

Anti-GFP Anti-GFP

Abbildung 24: Subzellulédre Lokalisierung der XopG-Interaktoren SPRY, POM und RRM. (A)-(B)
Lokalisierungsstudien: POM, SPRY, RRM und XopG wurden als GFP-Fusionen mittels Agrobacterium in N.
benthamiana exprimiert. 1,5 dpi wurden Blattscheiben analysiert. (A) POM ist im Zytoplasma lokalisiert und
Kernausgeschlossen (1). Diese Lokalisierung andert sich auch nicht bei Koexpression mit XopG-cMyc (11). (B)
Die Interaktoren SPRY und RRM sind wie XopG im Kern lokalisiert. Es wurde jedoch keine Lokalisierung im
Nukleolus beobachtet. Die weilRen Balken entsprechen 10 pm. (C) Die Expression von XopG, SPRY und POM,
nicht aber von RRM konnte durch Immunoblotting der Blattextrakte und GFP-Antikdrper nachgewiesen
werden. Alle Experimente wurden mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

3.3.13 SPRY und RRM interagieren mit XopG in der Pflanze

Um die Bindung der beiden Proteine an XopG in der Pflanze zu untersuchen, wurden sowohl
BiFC als auch Koimmunoprézipitation (KolP) angewendet. Ein Agrobakterienstamm der
XopG fusioniert an die N-terminale Halfte von YFP in die Pflanze Ubertragt und ein Stamm,

der jeweils SPRY oder RRM fusioniert an die C-terminalen Hélfte von YFP in die Pflanze
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ubertrégt, wurden in N. benthamiana koinfiltriert. In beiden Fallen zeigte sich nach 2 Tagen
eine deutlich sichtbare gelbe Fluoreszenz im Zellkern (Abbildung 25c). Als Kontrolle wurde
in gleicher Weise die Bindung von SPRY und RRM an XopGgi74a untersucht. In diesen
Féllen konnte keine Fluoreszenz in den Kernen oder den Zellen beobachtet werden
(Abbildung 25). SPRY und RRM binden in diesem Experiment an XopG, nicht aber an
XopGei174a. Die Expression ahnlicher Mengen der YN-Fusionen von XopG und XopGegi74a
konnte mittels Immunoblotting unter Nutzung eines Myc-spezifischen Antikorpers
nachgewiesen werden (Abbildung 25). Der Nachweis der YC-Fusionen war jedoch in
mehreren Experimenten aufgrund schwacher Expression unter Nutzung eines HA-
spezifischen Antikérpers nicht mdoglich. Einzig in einem Experiment, in dem diese
Interaktionen als Positivkontrolle genutzt wurden, war eine schwache Bande von SPRY-YC
nachweisbar (siehe Anhang). Als zusatzliche Negativkontrolle wurde die Bindung an LaminC
untersucht. Auch hier war keine Fluoreszenz nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

(A)

SPRY+XopGg74a SPRY+XopG RRM+XopGg174p

RRM+XopG

n

(B)

Q@V\{%\\N\\C XopG-YN = XopGgy74a-YN

O SPRYYC + - 4+ -
RRM-YC  — + - +

72 - 50
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45—
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Abbildung 25: Bindung von XopG an SPRY und PPM in planta. (A) Nachweis der Interaktion von XopG
mit SPRY und RRM in der Pflanze durch Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC). XopG wurde als
Fusionsprotein mit der N-terminalen Hélfte von YFP exprimiert und SPRY und RRM jeweils mit der C-
terminalen Halfte von YFP. Jeweils 2 Fusionsproteine wurden mittels Agrobacterium in N. benthamiana
koexprimiert. Gelbe Fluoreszenz bedeutet Interaktion der beiden Proteine. Als Spezifitdtskontrolle diente
XopGei74a, das hier an keines der beiden Proteine bindet. Die weien Balken entsprechen 10 um. (B) Die
Expression von XopG und XopGgiz4a in dhnlichen Mengen wurde durch Immunoblotting mit einem c-Myc-
spezifischem Antikdrper nachgewiesen. Die Expression des YC-Fusionsproteins SPRY-YN, nicht aber RRM-
YN war in mehreren Experimenten mit HA-spezifischem Antikorper nachweisbar. Alle Experimente wurden
mindestens zweimal mit vergleichbarem Ergebnis wiederholt.
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Um die Interaktionen zu bestatigen, wurde eine KolP durchgefiihrt. Dazu wurden die
jeweiligen Interaktionspartner mit verschiedenen Epitopmarkierungen gemeinsam wie folgt
via Agrobacterium in N. benthamiana koexprimiert: XopG-GFP mit SPRY-c-Myc, XopG-
GFP mit RRM-c-Myc und als Kontrolle XopG-GFP ohne Interaktionspartner. Nach 2 Tagen
wurde Blattmaterial geerntet und die Proteinkomplexe mit Hilfe des Myc-Epitops und des c-
Myc-spezifischen Antikorpers an Protein G-Sepharose immobilisiert. Die Proteine wurden
gewaschen, von der Matrix eluiert und mittels SDS-PAGE nach ihrer GroRe aufgetrennt. Eine
Bindung von XopG an RRM konnte beobachtet werden, nicht aber an SPRY (Abbildung 26).
Bei letzterem ist zwar ebenfalls eine schwache Bande sichtbar, die aber in ihrer Stérke der
Negativkontrolle entspricht, bei der die Bindung von XopG-GFP allein an die Protein G-
Sepharose untersucht wurde. Somit konnte die Bindung von XopG an das RNA-bindende

Protein RRM bestatigt werden.

(A) (B) TE Ko-IP
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Abbildung 26: Koimmunoprazipitation von XopG und RRM. (A) Schematische Darstellung des
experimentellen Aufbaus. (B) Bindung von XopG an RRM, nicht aber an SPRY. Die Interaktionspartner wurden
jeweils mittels Agrobakterium in N. benthamiana koexprimiert. Nach 2 Tagen wurde Blattmaterial geerntet, die
Zellen durch mérsern in flissigem Stickstoff aufgeschlossen, die Proteine an Protein G-Agarose immobilisiert
und gewaschen. Die eluierten Proteine wurden anschliefend mittels SDS-PAGE nach ihrer GroRe aufgetrennt
und die epitopmarkierten Proteine wurden durch Immunoblotting unter Nutzung der entsprechenden Antikérper
sichtbar gemacht. — stellt die Negativkontrolle dar. XopG-GFP wurde ohne zusétzliches Protein mit der Protein
G-Agarose inkubiert. Im Ubrigen wurden alle Schritte parallel ausgefiihrt. (*) markiert die schwere und leichte
Kette des Antikorpers. Das Experiment wurde dreimal mit vergleichbarem Ergebnis durchgefiihrt.

3.3.14 Virus-induziertes Gen-Silencing der Interaktoren SPRY und RRM

Ob die in planta-Interaktion von XopG mit den isolierten Beuteproteinen SPRY und RRM
biologisch relevant ist, kann durch Silencing der entsprechenden Gene in Paprika adressiert
werden. Dabei kann untersucht werden, ob das Fehlen eines bestimmten Beuteproteins zur
Veranderung der durch XopG ausgelosten Abwehrreaktion in Paprika ECW fihrt. Zur
Stilllegung der Gene der Interaktoren SPRY und RRM wurde Virus-induziertes Gen-
Silencing (VIGS) verwendet. In vorangegangenen Arbeiten wurde das auf dem Tabakrattle-



Ergebnisse 72

Virus basierende Silencing optimiert und erfolgreich auch in Paprika angewendet (Szczesny,
2009). Das Genom des Virus befindet sich auf zwei getrennten Vektoren in zwei
Agrobakterienstimmen. Erst in der Pflanze entsteht ein infektiéser Virus. Auf dem Vektor
pTRV1 befinden sich die meisten der Virusgene, auf pTRV2a befindet sich eine attR-Kasette,
in die das jeweilige DNA-Fragment des zu untersuchenden Gens kloniert wird. Fiir das RRM
und SPRY-Gen wurden jeweils Fragmente von ca. 500 bp Lénge gewdhlt, die von cDNA
amplifiziert, in pENTR/D gerichtet kloniert und in pTRV2a rekombiniert wurden. Fir SPRY
wurden 2 verschiedene Fragmente verwendet, eines im konservierten Bereich mit der SPRY-
Domane und eines im nicht konservierten N-terminalen Bereich (Abbildung 27a).

Jeweils 2 Agrobakterienstdamme wurden gemischt und in ca. 6 Wochen alte Paprika ECW
inokuliert. Als generelle Kontrolle fur das Silencing diente ein Fragment der
Phytoendesaturase (PDS). Wird dieses Gen in Paprika erfolgreich stillgelegt, werden die
Blatter nach 2-3 Wochen weil3, was auf den Kontrollpflanzen stets beobachtet werden konnte.
Dies ist auch der Zeitpunkt an dem die Pflanzen fur die phanotypische Analyse inokuliert
werden. In 2 unabhangigen Experimenten wurden jeweils 3 Pflanzen mit Agrobakterien mit
Silencing-Konstrukten fur RRM, SPRY1, SPRY2 und leerem Vektor als Kontrolle inokuliert.
Es zeigte sich, dass bereits die Kontrolle mit dem leeren Vektor dazu fihrte, dass die HR-
Reaktion der Paprikapflanzen auf die Expression von XopG im Vergleich zu nicht mit dem
Virus infiltrierten Pflanzen beeintrachtigt war. Dennoch war bei 5 von 6 Pflanzen eine HR zu
erkennen, jedoch schwaécher als bei nicht behandelten Kontrollpflanzen (Abbildung 27b).
Aufgrund der Beeintrachtigung der XopG-HR durch das Silencing an sich, war es schwierig,
eindeutige Aussagen Uber den Einfluss von SPRY oder RRM auf die HR zu machen. Daher
wurden die einzelnen Reaktionen gezahlt. In Abbildung 27 sind Reaktionen auf allen Pflanzen
gezeigt. Auf den RRM Silencing-Pflanzen war bei 4 von 6 Pflanzen eine HR zu beobachten
(Abbildung 27). Dies unterscheidet sich nur geringfligig von den Kontrollpflanzen, weshalb
sich vermuten I&sst, dass RRM keinen Einfluss auf die durch XopG ausgeldste HR hat. In den
Pflanzen, in denen das SPRY-Protein stillgelegt worden war, scheint die pflanzliche
Abwehrreaktion jedoch eingeschrénkt. Nur in einem von 6 (SPRY1) oder in drei von 6
(SPRY2) Fallen war eine HR-&hnliche Reaktion nach der Expression von XopG zu
beobachten (Abbildung 27b). Diese Ergebnisse sind ein erster Hinweis darauf, dass SPRY
eine Rolle bei der Erkennung von XopG in der Pflanze spielen konnte, sie sind jedoch nicht
endguiltig. Aufgrund der unklaren Phé&notypen ware es wichtig, diese Ergebnisse zu
reproduzieren und in RT-PCR-Experimenten die Reduzierung der jeweiligen Transkripte zu

zeigen.
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Abbildung 27: Silencing von SPRY reduziert die XopG-HR in ECW. (A) Darstellung der Lage der fur das
Silencing der beiden Interaktoren ausgewéhlten Fragmente. Fir das Protein mit der SPRY-Doméne wurden 2
verschiedene Fragmente gewdhlt, eines mit der konservierten SPRY-Domédne und eines im weniger
konservierten N-terminalen Bereich. (B) Inokulation von Agrobacterium (pGWB17-xopG) in ECW-Pflanzen 3
Wochen nach Virus-induziertem Gen-Silencing mit den XopG-Interaktoren RRM und SPRY. Als Kontrolle
dienten Pflanzen, die mit Agrobakterien mit leerem Vektor pTRV2a (-) infiltriert wurden und Pflanzen, die nicht
gesilenct wurden. Die Abbildlung zeigt 2 unabhé&ngige Experimente (E1 und E2) mit jeweils 3 verschiedenen
Pflanzen. Auf 5 von 6 der Kontrollpflanzen war die XopG-HR zu erkennen, nach Silencing von RRM auf 4 von
6 Pflanzen, bei SPRY1 auf einer von 6 und bei SPRY2 auf 3 von 6 Pflanzen. + und — markieren, welche
Phanotypen gezahlt wurden. +: Nekrose zu erkennen, —: keine Reaktion sichtbar.
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3.3.15 Suche nach Interaktoren der putativ inaktiven Mutante von XopG

Da davon ausgegangen werden musste, dass das native XopG seine Virulenzziele durch eine
maogliche Proteaseaktivitat schneidet, wurde zusatzlich eine Hefe-2-Hybrid-Sichtung mit der
bereits zuvor genutzten, inaktiven Punkmutante XopGgi74a in voller Lange durchgefiihrt. Das
experimentelle VVorgehen war analog zu dem zuvor beschriebenen (3.1.2.2 und 3.2.6). Nach
Durchfuhrung der 24-stiindigen Paarung des Kdderstammes mit der Y2H-Bibliothek mit c-
DNA- Klonen aus Tomate (Solanum lycopersicum Kultivar Moneymaker; D. Gurlebeck, S.
Masiero, H. Sommer und U. Bonas) sind nach 8 Tagen 143 Hefe-Kolonien auf selektivem
Medium (SD/-THAL) gewachsen. Eine Spezifitatskontrolle wurde wie unter 2.17.2 und
3.3.11 beschrieben durchgefiihrt. 13 der Beuteproteine interagierten spezifisch mit XopGegi74a
aber nicht mit LaminC (Tabelle 7). Hierbei handelte es sich um eine GTP Pyrophosphokinase,
eine Thioredoxin-Peroxidase, eine Aspartat Kinase-Homoserin-Dehydrogenase, ein Protein
mit einer C2-Domane, ein Hydroxyprolin-reiches Glykoprotein, ein Protein mit Homologie zu
einer Calcium/Calmodulin Protein Kinase und ein unbekanntes Protein ohne Homologie. Die
Interaktoren JAB und GAPDH interagierten in den Versuchen schwach mit LaminC. Alle
Interaktoren wurden auch auf Bindung an das WT-Protein XopG in einem Y2H-Assay
untersucht. Keines der Proteine interagierte sowohl mit XopGgi74a als auch mit dem XopG
Wildtypprotein.

Tabelle 7: Liste der identifizierten Interaktoren von XopGgi7sa.

) EST Wie oft
Homologie des Interaktors Bemerkungen
Nummer gefunden?

auch ATP:GTP-Pyrophosphotransferse

GTP Pyrophosphokinase TC209135 3 X

oder ppGpp Synthetase

Zellschutz durch Reduktion von
Thioredoxin-Peroxidase TC196482 2 X Hydrogenperoxid, Peroxynitrit und

organischem Hydroperoxid

Aspartat Kinase-

: TC212071 1x Biosynthese von Aminosauren
Homoserin-Dehydrogenase
Unbekanntes Protein TC200435 1x
S C2-Domane: Ca** abhéngiges Membrane-
Protein mit C2-Doméne 1x targeting durch Bindung an Membran-
E553316 -
Phospholipide
Hydroxyprolin-reiches SGN- SGN E275637 (C-Terminus),

1x
Glykoprotein E275637 DB 721440 (N-Terminus, 72% ident.)
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) EST Wie oft
Homologie des Interaktors Bemerkungen
Nummer gefunden?
Calcium/Calmodulin Homolog zu Calcium/Calmodulin
- TC201488 1x -
Protein Kinase Proteinkinase 1 aus N. tabacum

put. JUN kinase activation domain

JAB TC191610 2 X binding protein; schwache Bindung auch
an LaminC
Glycerinaldehyd-3-phosphat

GAPDH TC207985 1x Dehydrogenase, schwache Bindung auch

an LaminC

3.4 Der Typ IlI-Effektor XopB

Der Typ Il1-Effektor XopB wurde aufgrund seiner Typ Ill1-abhangigen Induktion identifiziert
(Noél et al., 2001). Mit seiner Lange von 613 Aminosduren z&hlt XopB zu den grdReren
Effektorproteinen. XopB hat keine vorhergesagte Funktion, es gibt jedoch homologe Proteine
in Pseudomonaden und in Pantoea: HopD1 (friiher AvrPphD). In dieser Arbeit wurde bereits
beschrieben, dass XopB in der Lage ist, die XopG-HR zu unterdriicken, wenn beide
Effektoren mittels Agrobacterium in Paprikapflanzen exprimiert werden (Abbildung 20). Dies
warf die Frage auf, ob es sich bei XopB um einen fiir XopG spezifischen oder einen

generellen Zelltodsuppressor handelt.

3.4.1 XopB unterdrickt ein breites Spektrum von Zelltodreaktionen auf verschiedenen
Pflanzen
Um herauszufinden, ob es sich bei XopB um einen generellen Zelltodsuppressor handelt,
wurde der Einfluss von XopB auf diverse Zelltodreaktionen untersucht. Dazu wurden alle
HR-auslosender Effektoren getestet, die in unserem Labor bereits vorlagen oder im Zuge
dieser Arbeit Kkloniert wurden (Tabelle 3). Die Effektoren wurden jeweils mittels
Agrobacterium exprimiert und mit einem XopB exprimierenden Agrobakterienstamm
gemischt. Die Reaktionen wurden jeweils in den Pflanzen getestet, in denen die
entsprechenden Effektoren eine HR ausldsen (Tabelle 8). Es zeigt sich, dass XopB in der
Lage ist, die HR von AvrBsT, AvrRxv und XopJ in N. benthamiana zu unterdriicken, wenn
beide Proteine transient in der Pflanze koexprimiert werden, wobei die Reaktionen auf XopJ

und AvrRxv vollstandig unterdriickt wurden und von AvrBsT partiell. Weiterhin ist XopB in
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der Lage, die Reaktionen von AvrB (P. syringae pv. tomato) und XopG in N. tabacum zu
unterdriicken, die AvrBs3-HR in Paprika ECW-30R (Abbildung 28a), die AvrBs2-HR in
Bs2-transgenen N. benthamiana sowie die N-Resistenz ausgeldst durch TMV p50 in N-
transgenen N. benthamiana (Abbildung 28c). Ein direkter Einfluss von XopB auf die
Proteinmengen der HR-Elicitoren ist nicht anzunehmen, da exemplarisch fur AvrRxv gezeigt
wurde, dass die Proteinmenge bei Koexpression von XopB unverandert bleibt (Abbildung
30). Von XopB in den untersuchten Pflanzen unbeeinflusst sind die Zelltodreaktionen
ausgelost durch AvrBsl, XopM, XopL, AvrBs3 oder die Rx-Resistenz (Tabelle 8). Somit ist
eine Virulenzfunktion von XopB die Unterdriickung bestimmter Zelltodreaktionen.

(A)  XopG

C. annuum )
N. tabacum ECW-30R N. benthamiana

(B)  AvrBs3/— XopB AvrBs3/+ XopB (C) _AviBs2 TMVp50

':‘,_7 -

N. benthamiana

N. benthamiana

Abbildung 28: XopB unterdriickt ein breites Spektrum an Zelltodreaktionen in verschiedenen Pflanzen.
(A)-(B) Die HR-auslosenden Effektorproteine wurden Agrobacterium vermittelt zusammen mit XopB in den
entsprechenden Pflanzen koexprimiert. Als Kontrolle (-XopB) diente Agrobacterium GV3101. Die
Bakterienstimme wurden auf eine  ODgoogesami=1,0 €ingestellt, im Verhéltnis 2:3 (EffektorX:XopB) gemischt
und in die entsprechenden Pflanzen inokuliert. (A) XopB unterdriickt die HR von XopG und AvrB in N.
tabacum, die HR von AvrBs3 auf Paprika ECW-30R partiell und die HR-Reaktionen von AvrBsT (partiell),
XopJ und AvrRxv. (B) XopB hat keinen Einfluss auf die durch AvrBs3 hervorgerufene Hypertrophie in N.
benthamiana. (C) N-transgene oder Bs2-transgene N. benthamiana wurden entsprechend mit 35S-TMV p50 oder
35S-avrBs2 infiltriert. Als Kontrolle (-XopB) diente Agrobacterium, das 35S-gfp in die Pflanze tbertragt. Alle
Inokulationen wurden mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
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Die Expression von XopB hat ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die durch AvrBs3
ausgeloste Hypertrophie in N. benthamiana (Abbildung 28b). Auch hier wurden zwei
Agrobakterienstdamme im Verhéltnis 2:3 miteinander gemischt, die avrBs3 bzw. xopB in die
Pflanze Gbertragen und in N. benthamiana infiltriert. Die Hypertrophie wurde nach drei Tagen
sichtbar. Eine minimale Versstarkung der Hypertrophie durch XopB war in einigen
Experimenten zu beobachten (Abbildung 28b). Der Effekt war jedoch sehr schwach und nicht

immer beobachtbar.

Tabelle 8: Einfluss von XopB-Expression auf verschiedene Zelltodreaktionen.

Supprimiert durch XopB Nicht supprimiert durch XopB
XopGW® AvrBs1®
AvrBsT® XopM®
AvrRxv® XopL®
AvrB® Rx-Resistenz®
Xopd® AvrBs4®
AvrBs3®?
AvrBs2®

N-Resistenz®

(1) ECW, (2) N. tabacum, (3) N. benthamiana, (4) ECW-30R, (5) ECW-10R, (6) Solanum lycopersicum

3.4.2 HopD1lp,y hat eine &hnliche Virulenzaktivitat wie XopB

Wie oben erwéhnt, existieren zu XopB homologe Proteine in verschiedenen Pseudomonaden
und in Pantoea agglomerans (friiher Erwinia herbicola). HopD1 (friher AvrPphD) aus
Pantoea agglomerans pv. gypsophilae ist der einzige homologe Effektor, von dem eine
Virulenzfunktion bekannt ist. So vergréllert HopD1psg die Gallen in von P. agglomerans
befallenem Schleierkraut (Gypsophila paniculata L.; Guo et al., 2002). HopD1p,y ist mit
Ausnahme der N-terminalen 78 Aminoséduren zu 75% identisch und 85% ahnlich zu XopB.
Um zu untersuchen, ob der Effektor in den verschiedenen Pathogenen eine konservierte
Aktivitat hat, wurden phéanotypische Analysen analog zu XopB mit HopDlpy in N.
benthamiana durchgeftihrt. Ein Cosmid, von dem HopD1psy amplifiziert werden konnte,
wurde von Isaac Barash (Tel Aviv University, Israel) zur Verfugung gestellt. HopD1paq Wurde
in einem Bindrvektor unter Kontrolle eines 35S-Promotors mit einem C-terminalen gfp- bzw.
4xmyc-Epitop versehen. AnschlieBend wurde HopDlp,y via Agrobacterium mit solchen

zelltodauslosenden Effektorproteinen koexprimiert, deren HR-Reaktionen durch XopB
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unterdrickt werden, um den Einfluss von HopDlp,y auf diese Zelltodreaktionen zu
untersuchen. Es zeigte sich, dass HopD1p,y keinen Einfluss auf durch XopG, AvrRxv oder
AvrBsT ausgeldste Zelltodreaktionen hat (Abbildung 29 und Daten nicht gezeigt). Jedoch war
HopD1pyy in der Lage, die relativ schwache und langsame XopJ-HR vollstandig zu
unterdriicken (Abbildung 29). Das zeigt, dass HopD1pay die Virulenzfunktion von XopB

teilweise Uibernehmen kann.

+HopD1

- XopB + XopB

|
Abbildung 29: HopD1p, hat eine mit XopB Uberlappende Virulenzfunktion. HopD1p,g unterdriickt im
Gegensatz zu XopB nicht die durch AvrRxv ausgeldste Zelltodreaktion, kann jedoch die durch XopJ ausgeldste
Zelltodreaktion unterdriicken. Die doppelte Punkmutante HopD1,, ist jedoch nicht mehr in der Lage, die XopJ-
HR zu unterdriicken. Agrobakterienstdimme, die pGWB17-avrRxv bzw. pGWB5-xopJ in die Pflanze tbertragen,
wurden jeweils mit Agrobakterienstimmen gemischt, die XopB, HopD1p,y bzw. HopD1m von Plasmiden der
pGWB-Serie, bzw. GFP als Kontrolle in die Pflanze ubertragen. Nach 3 Tagen wurden die Ph&notypen

dokumentiert. Zur besseren Visualisierung der HR wurden die Blatter zusatzlich unter UV-Licht fotografiert. Die
Inokulationen wurden mindestens dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

Eine durch PCR-Fehler zufallig entstandene Punkmutante von HopD1ps, bezeichnet als
HopD1y, die zu den veranderten Aminosauren A408V und K550R fuhrt, wurde ebenfalls auf
die Fahigkeit zur HR-Suppression untersucht. Im Gegensatz zu HopD1p,y ohne Mutationen
war HopD1, nicht in der Lage die XopJ-HR zu unterdriicken (Abbildung 29). Der
unterschiedliche Phédnotyp von HopDlps ist nicht auf eine geringere oder fehlende
Expression des Proteins zuriickzufuhren, da HopD1pyy und HopD1y, in vergleichbaren
Mengen in N. benthamiana exprimiert werden (Abbildung 30). Bei HopD1,, handelt sich also
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um eine inaktive Mutante von HopD1ps, deren Mutation nun in Folge auch auf XopB

Ubertragen werden kann.

AvrRxv
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Abbildung 30: Expression von HopD1, HopD1m und AvrRxv. Nach Agrobacterium-vermitteltem DNA-
Transfer wurden HopD1-myc, HopD1,-myc, AvrRxv-myc (koexprimiert mit XopB) und AvrRxv-myc
(koexprimiert mit GFP) transient in N. benthamiana exprimiert. Die Agrobakterien wurden mit einer ODgq VON
1,0 in die Blatter inokuliert. Die Koexpression erfolgte durch mischen der entsprechenden Agrobakterienstimme
im Verhéltnis 2:3 (AvrRxv:XopB bzw. GFP). Blattscheiben wurden 1 dpi (zeitlich vor den HR-Reaktionen)
geerntet, die Zellen durch Mdrsern aufgeschlossen und anschlielend die Extrakte elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Proteine wurden durch Immunoblotting mit myc-spezifischem Antikorper nachgewiesen. HopD1p,q und
HopD1,, werden in N. benthamiana in &hnlichen Mengen exprimiert. Die Koexpression von XopB hat keinen
Einfluss auf die Expression von AvrRxv. Der Nachweis der Proteine wurde zweimal mit vergleichbarem
Ergebnis durchgefihrt.

3.4.3 XopB induziert eine Zelltodreaktion in Nicotiana benthamiana

XopB ist nicht nur in der Lage Zelltodreaktionen zu unterdriicken, sondern 16st nach einigen
Tagen selbst Zelltod in N. benthamiana aus. Wird XopB mittels Agrobacterium in N.
benthamiana exprimiert, so ist nach 5 Tagen eine Zelltodreaktion im inokulierten Bereich
sichtbar. Wird hingegen die XopB-GFP-Fusion vom Plasmid pK7FWG2-xopB (Tabelle 3) in
N. benthamiana exprimiert kann eine Zelltodreaktion nach 3 Tagen beobachtet werden
(Abbildung 31).

Weiterhin [16st HopD1psg eine Zelltodreaktion in N. benthamiana aus, wenn es mittels
Agrobacterium transient in Bléttern exprimiert wird, jedoch 2 Tage spater als XopB
(Abbildung 31). Somit reagiert die Pflanze auf HopD1p,g im Gegensatz zu XopB verzogert.
Das mutierte Protein HopD1, 16st keine Zelltodreaktion in N. benthamiana aus. Dass dieser
Unterschied nicht auf eine fehlende oder schwéchere Expression von HopD1, zurlickzufiihren
ist, konnte durch Immunoblotting unter Nutzung eines GFP-spezifischen Antikorpers gezeigt
werden (Abbildung 31b).
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HopD1 HopD1,,

a.nti-GFP

Abbildung 31: XopB und das homologe Protein HopD1p,, I6sen eine Zelltodreaktion in N. benthamiana
aus, die durch die Punktmutationen A408V und K550R verhindert wird. (A) XopG, HopD1p,q, und eine

Mutante von HopD1p,, HopD1, (A408V und K550R) wurden mittels Agrobacterium als C-terminale GFP-
Fusionen in N. benthamiana exprimiert. Dazu wurden die entsprechenden Stdmme mit einer ODggo=4 in die
Pflanzen inokuliert. Nach 5 Tagen wurden die Reaktionen dokumentiert. Als Kontrolle diente GFP allein. (B)
Die Expression von XopB-GFP, HopDlp,-GFP, HopD1,-GFP ist vergleichbaren Mengen nachweisbar.
Blattscheiben wurden 1,5 dpi geerntet, die Zellen durch mdrsern aufgeschlossen und anschlieend die Extrakte
auf einem SDS-Gel nach ihrer GroRe aufgetrennt. Die GFP-Fusionsproteine wurden durch Immunoblotting und
Nutzung eines GFP-spezifischen Antikdrpers nachgewiesen.

3.4.4 XopB istim ER und Golgivesikeln lokalisiert

Um erste Anhaltspunkte darlber zu erhalten, in welchem Zellkompartiment XopB
maoglicherweise wirkt und so eventuell ein Modell zum Mechanismus der CDS-Aktivitit von
XopB zu entwickeln, wurde eine xopB-gfp-Fusion via Agrobacterium in N. benthamiana
exprimiert. Nach 22 Stunden wurden Blattscheiben enthommen und mit Hilfe des konfokalen
LSM analysiert. Es zeigte sich netzartige griine Fluoreszenz, die zusétzlich grine Punkte
aufwies und nicht im Kern zu finden war (Abbildung 32). Zum Vergleich wurde auch das
homologe Protein HopD1ps ebenfalls als GFP-Fusion in N. benthamiana exprimiert. Es
zeigte sich das gleiche netzartige Muster, jedoch keine zusatzlichen hellen Punkte, wie bei

XopB (Abbildung 32). Um genauen Aufschluss ber die Lokalisierung von XopB zu erhalten,
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(B) GFP Golgi-mCherry Uberlagert

HopD1

Abbildung 32: XopB ist im ER und in Golgi-Vesikeln lokalisiert. Agrobakterienstimme mit den
entsprechenden Fusionsproteinen XopB-GFP, HopD1p,-GFP, HopD1,-GFP oder GFP allein wurden mit
Agrobakterienstammen im Verhaltnis 1:1 gemischt, die entweder (A) ein ER- oder (B) ein Golgi-Markerprotein
gekoppelt an das rot fluoreszierende Protein mCherry in die Pflanze Gbertragen. Die ODggo(gesamty betrug 0,8.
XopB-GFP kolokalisiert mit ER-mCherry und Golgi-mCherry und ist kernausgeschlossen. XopB(1) und
XopB(2) stellen zur besseren Visualisierung der ER-Struktur zwei verschiedene Ausschnitte und
VergroRerungsstufen dar. HopD1p,y undHopD1,, kolokalisieren hingegen nur mit ER-mCherry, nicht aber mit
Golgi-mCherry. Das als Kontrolle verwendete GFP lokalisiert im Zellkern und Zytoplasma. Die
mikroskopischen Aufnahmen mit dem konfokalen LSM wurden 22 hpi angefertigt. Die weilen Balken
entsprechen 10 pm. Die Inokulationen wurden mindestens dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

wurde eine Koexpression mit Markerproteinen fiir das Endoplasmatische Retikulum (ER) und
den Golgi-Apparat (Golgi), die an das rot fluoreszierende Protein mCherry gekoppelt sind
(Nelson et al., 2007), durchgefiihrt. Agrobakterienstdmme die entweder xopB-gfp, hopD1pag-
gfp, hopD1y-gfp oder gfp allein enthielten wurden jeweils mit Stdmmen im Verhéltnis 1:1
gemischt, die die an mCherry gekoppelten ER-Marker bzw. Golgi-Marker enthielten. Diese
Gemische wurden mit einer jeweiligen ODggo(gesamy VON 0,8 in N. benthamiana inokuliert.
Nach 22 Stunden war bei Analyse mit dem konfokalen LSM eine deutliche Kolokalisierung
von XopB mit beiden Fluoreszenzmarkern ER-mCherry und Golgi-mCherry sichtbar,
HopD1pyy und HopD1, kolokalisieren hingegen nur mit ER-mCherry (Abbildung 32).
Folglich konnte gezeigt werden, dass XopB im oder am ER und in oder an Golgivesikeln

lokalisiert ist, HopD1 und HopD1m jedoch ausschlieBlich im oder am ER.
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3.4.5 Einfluss von XopB auf Phytohormone

Wie Dbereits erwahnt, tragt HopD1py, zur VergrofRerung der durch P. agglomerans
verursachten Gallen in Schleierkraut bei (Guo et al., 2002). Da bekannt ist, dass Auxin eine
Rolle bei der Gallenentwicklung spielt und spekuliert wird, dass Effektoren moglicherweise
die Auxinproduktion induzieren oder die Zellen sensitiver fir Auxin machen (Chen et al.,
2007), wurde der Einfluss von XopB auf den Auxingehalt (IAA) in der Pflanzenzelle
untersucht (Kooperation mit Dr. Otto Miersch, IPB Halle). Um auch mogliche andere
Einfllisse von XopB auf den Phytohormongehalt der Pflanze zu identifizieren, wurden
gleichzeitig die Gehalte von Jasmonsdure (JA), Salizylsédure (SA) und 1-Aminocyclopropan-
1-Carbonsdure (ACC), einem Zwischenprodukt des Ethylensyntheseweges, untersucht.

Dabei wurde einerseits der Einfluss von XopB allein untersucht, und andererseits die
Anderung der Hormongehalte wihrend der HR-Suppression durch XopB. Fir letzteres wurde
der Einfluss auf die durch XopJ ausgeldste Reaktion betrachtet, da gezeigt wurde, dass XopB
die XopJ- HR unterdriickt (Abbildung 28a). Dazu wurden XopB, XopJ und GFP als Kontrolle
nach Agrobacterium-vermittelter Expression in N. benthamiana einzeln oder gemeinsam
exprimiert (Abbildung 33). In jedem Experiment wurden Blatter von drei verschiedenen
Pflanzen grof3flachig inokuliert. Blattmaterial der drei Pflanzen wurde jeweils nach 18 und 24
Stunden entnommen und gepoolt. 24 h nach Inokulation aber noch nicht nach 18 Stunden
waren Konzentrationsdnderungen verschiedener Hormone messbar. Der Gehalt von JA lag bei
allen Proben unterhalb der Nachweisgrenze und konnte somit nicht bestimmt werden. Die
Menge von IAA blieb, anders als vermutet in allen Fallen unbeeinflusst zwischen 30 und 40
pmol/g (Abbildung 33). Jedoch reduziert XopB die durch Agrobakterieninfiltration
angestiegenen Gehalte von SA und ACC deutlich (Abbildung 33). Durch die Expression von
XopJ erhoht sich der Gehalt von ACC zusétzlich stark, auch hier reduziert XopB den ACC-
Gehalt um das Zehnfache. Der SA-Gehalt hingegen blieb durch zusétzliche Expression von
XopJ unverdndert. Es wurden drei vollstandig unabhéngige Experimente durchgefihrt, die

jeweils vergleichbare Ergebnisse erzielten.
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Abbildung 33: XopB reduziert den Gehalt von Salizylsdure (SA) und ACC in der Pflanzenzelle.
Agrobakterien, welche die Gene der entsprechenden Effektorproteine in die Pflanze Ubertragen, wurden
groRflachig in N. benthamiana inokuliert. Nach 24 Stunden wurde Blattmaterial von jeweils drei Pflanzen
geerntet, gepoolt und in flissigem Stickstoff gefroren. Zellaufschluss und Analyse des Hormongehaltes geschah
in Kooperation mit Otto Miersch (IPB, Halle). Der Gehalt von SA und ACC in der Pflanze wird durch XopB
deutlich reduziert, auch der durch die Expression von XopJ hervorgerufene starke Anstieg des ACC-Gehaltes.
Die Menge von IAA in den Pflanzen blieb von XopB unbeeinflusst. Es wurden 3 vollstdndig unabhéngige
Experimente durchgefihrt, die jeweils vergleichbare Ergebnisse zeigten. Die Abbildung zeigt exemplarisch die
Messwerte eines Experiments.

3.4.6 Suche nach Pflanzlichen Zielproteinen von XopB

Um einen Einblick in die Funktionsweise von XopB zu erhalten, wurde zur Bestimmung
pflanzlicher Interaktoren von XopB eine Hefe-2-Hybrid-Sichtung durchgefuhrt, wobei XopB
in voller Lange als Koder verwendet wurde (Tabelle 3). Nach der Paarung des Kdderstammes
mit der Y2H-Bibliothek mit c-DNA- Klonen aus Tomate (Solanum lycopersicum Kultivar
Moneymaker; D. Girlebeck, S. Masiero, H. Sommer und U. Bonas) wurden die diploiden
Hefezellen mit den an XopB bindenden Beuteproteinen auf Minimalmedium ohne Ade, His,
Trp und Leu selektiert. Nach 7 Tagen waren 36 Kolonien gewachsen. Die Anzahl von gesichteten
diploiden Hefezellen betrug bei dieser Y2H-Sichtung 9*10°. Von den 36 potentiellen
Interaktoren konnten 6 durch einen Spezifitatstest bestédtigt werden. Sie reagierten nach
Isolierung der Plasmide aus den jeweiligen Hefestdammen, einem Zwischenschritt Gber E. coli
und erneuter Transformation in Hefe in einem Y2H-Assay spezifisch mit XopB, aber nicht
mit LaminC (Abbildung 34): Zwei unterschiedlich lange cDNA-Fragmente kodieren fir ein
identisches Protein aus der TPX2 (targeting protein for Xklp2) -Familie. Als weitere
Beuteproteine wurden ein putatives Typ 1 Transmembranprotein (PMP1), das bereits als
XopG-Interaktor gefundene Protein JAB, ein hypothetisches Protein BIP30 (XopB interacting



Ergebnisse 85

protein 30) und Ribophorin 1l (RPN2) identifiziert (Tabelle 9). RPN2 ist Bestandteil eines
Proteinkomplexes, der Oligosaccharyltransferase  (OST; Pfam05817), besitzt 4
Transmembrandomanen und ist in der ER-Membran lokalisiert. Dort spielt es eine Rolle bei

der kotranslationalen N-Glykosylierung von Proteinen (Wilson und High, 2007).
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Abbildung 34: Bestatigung der spezifischen Bindung von Beuteproteinen an XopB in Hefe. XopB und
LaminC wurden als GAL4-BD-Kdderproteine im Hefestamm AH109 (MATa) und die identifizierten XopB-AD-
Beuteproteine im Hefestamm Y187 (MATa) exprimiert. Die Hefestimme wurden gepaart und die diploiden
Hefezellen selektiert. Drei Tage nach dem Uberstreichen von je 5 unabhéngigen Kolonien auf SD -THAL/X -a -
Gal-Medium wurde das Wachstum der Hefezellen dokumentiert. Die putativen Interaktoren TPX2, Ribophorin
I, PMP1, JAB1 und BIP30 binden spezifisch an XopB, aber nicht an LaminC. — und + sind ein nicht bindendes
Beuteprotein als Negativkontrolle und ein unspezifisch an LaminC bindendes Beuteprotein als Positivkontrolle.

Da die Anzahl der isolierten spezifischen Interaktoren verhaltnisméal3ig gering war und bis auf
eine Ausnahme alle Beuteproteine nur einmal gefunden worden waren, wurde eine weitere
Hefe-2-Hybrid-Sichtung durchgefuhrt; um Interaktoren eventuell zu bestatigen bzw. neue zu
entdecken. In diesem Experiment war die Anzahl der Diploiden und damit die Mating-
Effizienz hoher als bei der ersten Hefe-2-Hybrid-Sichtung, so dass 59 Hefekolonien wuchsen,
die im Hinblick auf ihre Spezifitdt untersucht wurden. 24 der Beuteproteine interagierten
spezifisch mit XopB aber nicht mit LaminC (Daten nicht gezeigt). Unter den spezifischen
Interaktoren war das bereits im ersten Screen gefundene TPX2 15-mal vorhanden. 5-mal
wurde das Protein Fasciclin aus Tomate isoliert, 2-mal ein 14-3-3 Protein (GenBank:
CAA72383.1), einmal ein Protein mit Homologie zur Calcium/Calmodulin Protein Kinase 1
(CCPK) aus N. tabacum, das auRerdem als Beuteprotein von XopGgiz4a isoliert worden war
und ein Interaktor onne Homologie und ohne erkennbaren ORF. Alle Interaktoren aus beiden

Hefe-2-Hybrid-Sichtungen sind in Tabelle 9 aufgelistet.
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Tabelle 9: Auflistung aller identifizierter XopB Beuteproteine.

] EST Wie oft
Homologie des Interaktors Bemerkungen
Nummer gefunden?
: : bindet an Mikrotubuli, Regulator des
TPX2 (targeting protein .
TC209394 17 x Spindelapparataufbaus wahrend der
for Xklp2) .
Mitose
Fasciclin TC199817 5x Zelladhé&sionsprotein
: TC218719 Transkriptionsfaktor, GenBank:
14-3-3 Protein 2 X
TC193978 CAAT72383.1
Signalpeptid, lokalisiert in ER-Membran,
Ribophorin 11 (RPN2) TC206381 1x beeinflusst kotranslationale N-
Glykosylierung
PMP, putatives Typ I TC218459; . :
: 1x Signalpeptid, 1 Transmembrandoméne
Transmembranprotein TC232269
hypothetisches Protein BIP 30, homologe hypothetische Proteine
TC220265 1x
(BIP30) in Ricinus, Populus, Oryza sativa

put. JUN kinase activation domain

binding protein (eukaryotic translation

JAB TC191610 1x -
initiation factor 3 related), auch
Interaktor von XopGeg;7a

CCPK

(Calcium/Calmodulin TC201488 1x auch als XopGgi74a-Interaktor gefunden

Proteinkinase 1)

: : Interaktor 18, Sequenz findet sich im
keine Homologie TC231551 1x
Anhang

3.4.7 Silencing von 5 putativen XopB-Interaktoren

Bevor Interaktionsstudien durchgefiihrt werden, sollte zuerst die biologische Relevanz der
Beuteproteine untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die Gene der 5 zuerst isolierten
Beuteproteine mit Hilfe von VIGS stillgelegt. Von der Sequenzinformation, die in den
isolierten cDNA-Fragmenten enthalten war, wurde jeweils ein zwischen 400 und 500 bp
grolRes Fragment amplifiziert und in den Silencing-Vektor pTRV2a kloniert (siehe Anhang).
Um das Silencing durchzufiihren wurden 5 Wochen alte N. benthamiana Pflanzen mit einem

Gemisch aus Agrobakterien infiltriert, die unter anderem jeweils ein Silencing-Konstrukt von
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TPX2, RPN2, JAB, PMP und dem BIP30 und den Kontrollen leerer Vektor und PDS enthielt.
Ziel war es, sowohl eine Verdnderung in der AvrBsT-Suppression durch XopB, als auch eine
Veranderung der XopB-HR, in Abwesenheit jeweils eines Interaktors zu untersuchen.

Nach 2 Wochen zeigten sich erste weilRe Bereiche an den PDS-Silencing-Pflanzen. Als
einzige zeigten die Pflanzen, in denen JAB stillgelegt wurde, phanotypische Veranderungen.
Die Pflanzen waren deutlich kleiner und Blatter und Sténgel zeigten morphologische
Veranderungen. Die Inokulation fur die phanotypische Analyse der Silencing-Pflanzen
erfolgte drei Wochen nach der VIGS-Infiltration, da sich wéhrend verschiedener Silencing-
Experimente herausgestellt hatte, dass zu diesem Zeitpunkt die Ausprdgung der Phanotypen
deutlicher ist als nach 2 Wochen. Auf allen Silencing-Pflanzen, einschliellich der
Kontrollpflanzen, war die Auspragung der Suppression der AvrBsT durch XopB vergleichbar
(Tabelle 10). Fir keinen der Interaktoren konnte in diesen Experimenten ein Einfluss auf die
Suppression der AvrBsT-HR durch XopB identifiziert werden.

Jedoch war in den Pflanzen bei denen PMP1 oder der BIP30 (hypothetisches Protein)
stillgelegt wurden, die XopB-HR stark beeintrachtigt (Tabelle 10). Nur in wenigen Fallen war
dort eine sehr schwache Zelltodreaktion zu beobachten. Da auf denselben Pflanzen eine
AvrBsT-HR deutlich sichtbar war, kann ausgeschlossen werden, dass die generelle F&higkeit
zur HR durch das Silencing verloren gegangen ist. Somit kann man mutmalen, dass die
Beuteproteine PMP1 oder BIP30 an der Erkennung von XopB in der Pflanze beteiligt sein

kdnnten.
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Tabelle 10: Einfluss des Silencing von 4 XopB-Interaktoren auf die XopB-HR und die Suppression der
AvrBsT-HR durch XopB.

Zielgen XopB-HR AvrBsT-Suppression
durchschnittlicher schwach : _ nicht :
) ja : nein gesamt ja : . nein gesamt
Phénotyp [ partiell eindeutig
.

leerer Vektor 10 - - 100 % 7 2 1 90 %
TPX2 4 3 2 78 % 5 - 1 83%
Ribophorin 11 4 1 - 100 % 6 - - 100 %
PMP1 - 2 6 25% 5 - 1 83 %
BIP30 - 2 8 20% 6 - 2 5%

Die Gene der 4 XopB-Interaktoren wurden durch Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS) in N. benthamiana
stillgelegt, woflr Sequenzbereiche aus den isolierten cDNA-Fragmenten der Beuteproteine als Silencing-
Fragmente verwendet wurden. 3 Wochen nach dem Silencing erfolgte die Inokulation fiir die phanotypische
Analyse der Pflanzen. Mit Hilfe von Agrobacterium vermittelter Expression der entsprechenden Effektorproteine
wurden sowohl die XopB-HR allein als auch die Unterdriickung der AvrBsT-HR durch XopB untersucht. 3 dpi
wurden die Phénotypen dokumentiert. Die Bilder zeigen fir die jeweiligen Silencing-Pflanzen typische
Auspragungen der XopB-HR. Es wurden zwei unabhéngige Silencing-Experimente durchgefihrt.

Um zu Uberprufen, ob die Transkripte der Interaktoren reduziert waren, wurde eine
semiquantitative RT-PCR durchgefuhrt. Von allen Silencing-Pflanzen wurde zum Zeitpunkt
der Inokulation fir die phanotypische Analyse Blattmaterial geerntet. Daraus wurde RNA
isoliert und anschlieRend cDNA synthetisiert. Zuvor waren Oligonukleotide abgeleitet
worden, die ein ca. 300 bp Fragment des jeweiligen Interaktorgens amplifizieren, welches
verschieden vom eingesetzten Silencing-Fragment ist (verwendete Oligonukleotide siehe

Anhang). Von parallel isolierter Kontroll-cDNA aus nicht inokulierten N. benthamiana-



Ergebnisse 89

Pflanzen lielRen sich Fragmente fiir TPX2 und PMPL1 isolieren, nicht aber fur RPN2 und
Interaktor30. Fur die beiden erstgenannten Interaktoren wurde dann eine RT-PCR
durchgefiihrt. Als Matrizen dienten die cDNAs der jeweiligen Silencing-Pflanzen und die
cDNAs der Kontrollpflanzen zum Vergleich. In beiden Fallen ist das Transkript in den
Silencing-Pflanzen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen deutlich reduziert (Abbildung 35).

TPX2-Silencing Kontrollpflanzen
XopB-HR + - - (+) + + + + +
't 2 3 4'"1 2 3 4 5
TPX2 W™ . e e e e 287
bp
28 Zyklen
PMP1-Silencing Kontrollpflanzen
XopB-HR — - - - nd. + + + + +
1 2 3 4 5'"1 2 3 4 5 '
PMP1 ' —— . — 33
[ 5 ? bp
25 Zyklen
TPX2-Silencing PMP1-Silencing Kontrollpflanzen

1 2 3 4"1 2 3 4 s5"1 2 3 4 5

EIf 1O s s s s s sone e S Semr S s s s s 1100
bp

30 Zyklen

Abbildung 35: Die Transkriptmengen von TPX2 und PMP1 wurden durch das Gen-Silencing deutlich
reduziert. Analyse der RNA-Mengen von TPX2 und PMP1 durch RT-PCR. 3 Wochen nach Beginn des

Silencing-Experiments wurde von allen Silencing-Pflanzen Blattmaterial geerntet, RNA isoliert, cDNA
synthetisiert und anschlieBend die Mengen der Gene TPX2 und PMP1 durch eine PCR-Reaktion mit einer
entsprechenden Zyklenzahl analysiert. Die Zahlen symbolisieren verschiedene Pflanzen. XopB-HR: +, (+) und —
zeigen an, ob auf den entsprechenden Pflanzen eine HR, eine schwache HR oder keine Reaktion stattgefunden
haben. n.d.: fir diese Pflanze liegen keine Daten vor. Als Kontrolle wurde eine PCR mit dem konstitutiv
exprimierten Gen aus N. benthamiana Elflo durchgefiihrt. Die Transkriptmenge von TPX2 und PMP1 ist
jeweils in den entsprechenden Silencing-Pflanzen deutlich reduziert. Es wurden zwei unabhéngige Experimente
mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefihrt.
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Tabelle 11: Zusammenfassung der Phanotypischen Analysen der analysierten Effektorproteine.
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3.5 Verifizierung neuer Effektorproteine

Wahrend dieser Arbeit, sind 3 neue Effektorkandidaten in Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria identifiziert worden: Xcv3215 (XopK), Xcv0285 (XopR) und Xcv0324 (XopS)
(F. Thieme, U. Bonas, unverdffentlicht). Um zu untersuchen, ob XopK, XopR und XopS
tatsachlich Typ Il1-Effektoren sind, wurde ihre Sekretion in vitro und ihre Translokation in
die Pflanzenzelle Uberpruft. Zu diesem Zweck wurden translationale Fusionen mit dem
Effektorprotein AvrBs3 aus Xcv hergestellt. AvrBs3 induziert eine HR im resistenten Paprika-
Kultivar ECW-30R, welches das korrespondierende Resistenzgen Bs3 enthalt (Minsavage et
al., 1990). Dem Reporterprotein AvrBs3A2 fehlen die Aminosduren 2-152, die das
Sekretions- und Translokationssignal enthalten. AvrBs3A2 ist jedoch in der Lage eine HR in
resistenten Pflanzen auszuldsen, wenn es transient exprimiert wird (Szurek et al., 2002). Die
translationale Fusion eines funktionellen T3S- und Translokationssignals ermdglicht die
Translokation durch das T3SS und damit die Induktion der HR in ECW-30R-Pflanzen (Noél
et al., 2003).
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Abbildung 36: Die N-Termini von XopK, XopR und XopS besitzen Typ Ill-Sekrektionssignale und
iibertragen AvrBs3A2 in die Pflanzenzelle. (A) In vitro Sekretionsanalyse der Xop-AvrBs3A2

Fusionsproteine. Die X. campestris pv. vesicatoria Stdamme 85* (T3SS+) und die Typ3-Mutante 85*AhrcV
(T3SS-) welche die AvrBs3A2 Fusionen exprimierten wurden in Sekretionsmedium inkubiert. Gleiche
Proteinmengen der Totalextrakte (TE) und Uberstande (SN) wurden durch Immunoblotting unter Verwendung
eines AvrBs3-spezifischen Antikorpers analysiert. (B) In vivo Translokationsanalyse. Die X. campestris pv.
vesicatoria Stdmme 85* und die Typ 3-Mutante 85*AhrcV welche die AvrBs3A2 Fusionsproteine exprimierten
wurden in AvrBs3-responsive ECW-30R Pflanzen inokuliert. Die Blatter wurden 2 Tage nach Inokulation
geerntet und unter UV-Licht, zur besserem Visualisierung der HR, dokumentiert. Die Experimente wurden
dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt.
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Der Promotor und der 5° kodierende Bereich von xopK, xopR und xopS wurden im Plasmid
pL6GW356 mit avrBs3A2 fusioniert. Als Kontrolle wurde AvrBs3A2 verwendet. Zusitzlich
wurden die Fusionskonstrukte sowohl in 85* als auch in 85*AhrcV konjugiert. In 85*AhrcV
wurde das Gen einer konservierten Komponente des T3SS deletiert (Rossier et al., 2000). Der
Stamm 85* ist ein Derivat des Stammes 85-10, das eine Punktmutation im Gen des
Regulators XopG tréagt, die zur konstitutiven Expression des T3SS fiuhrt (Wengelnik et al.,
1999).

Die Expression der Fusionsproteine wurde durch Immunoblot-Analysen unter Verwendung
eines AvrBs3-spezifischen Antikorpers tberpriift (Abbildung 36a). Wenn die Bakterien in
Sekretionsmedium inkubiert wurden, waren XopKj-is6-, X0pR1-152- und XopSj.157- AvrBs3A2
in den Kulturiiberstinden des Stammes 85* nachweisbar, jedoch nicht bei 85*AhrcV
(Abbildung 36a).

Um die Typ lll-abhéngige Translokation zu Uberprufen, wurden die Stdmme 85* und
85*AhrcV, die die oben beschriebenen Fusionsproteine exprimieren, in Blatter von ECW-30R
und die nahezu isogene Linie ECW inokuliert. Letztere erkennt AvrBs3 nicht. Wie in
Abbildung 36b gezeigt, 16sen die 85*-Stdmme, die XopKi.1s6-, XOPR1-15- und XopS;.is7-
AvrBs3A2 Fusionen exprimieren, eine HR in ECW-30R aus, aber nicht in suszeptiblen ECW
Pflanzen (Daten nicht gezeigt). Wie erwartet war keine HR sichtbar, wenn AvrBs3A2 im
Stamm 85* exprimiert wurde (Abbildung 36b). Diese Ergebnisse demonstrieren die Typ IlI-
abhangige Translokation der neuen Effektorprotein-Fusionen in die Pflanzenzelle.
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4 Diskussion

Die Genome vieler Pflanzenpathogene sind in den letzten Jahren sequenziert worden
(Salanoubat et al., 2002; da Silva et al., 2002; Buell et al., 2003; Lee et al., 2005; Thieme et
al., 2005; Qian et al., 2005; Xu et al., 2011). Dadurch war es mdglich, in genomweiten
Suchen, zahlreiche neue T3 Effektorkandidaten zu isolieren. Dies geschah beispielsweise
aufgrund von Sequenzvergleichen mit anderen Pathogenen, dem VVorkommen eukaryotischer
Motive oder vom Genom abweichendem GC-Gehalt (Guttman et al., 2002; Thieme et al.,
2005; Thieme, 2006; Furutani et al., 2006; Arnold et al., 2009; Samudrala et al., 2009). Die
genombasierte Identifizierung neuer Effektorkandidaten gibt jedoch h&ufig zunachst keinen
konkreten Hinweis auf deren Funktion (Thieme et al., 2005). So ist nach der ldentifizierung
neuer Kandidaten und der experimentellen Bestatigung ihrer Sekretion und Translokation in
die Pflanzenzelle ein ndchster wichtiger Schritt zum Verstdndnis der Pathogen-Wirts-
Beziehung, die Effektorproteine phénotypisch zu charakterisieren und deren Funktionen und
Wirkungsweisen zu untersuchen. Die Untersuchung der Funktion von T3Es wird durch ihre
funktionelle Redundanz und damit einhergehend durch das haufige Fehlen klarer Ph&notypen
erschwert (Noél et al., 2003; Roden et al., 2004b; Bittner und Bonas, 2010). Eine weitere
Schwierigkeit beim Studium vom T3Es ist, dass deren Gen- und Proteinsequenzen hé&ufig
wenig oder keine Ahnlichkeit zu Proteinen mit bekannten Funktionen besitzen. Dies macht
vergleichende Analysen haufig wenig aussagekréftig und verhindert das einfache Aufstellen
von testbaren Hypothesen. Diese Arbeit gibt einen ersten Einblick in die Funktion der 3 neuen
Effektorproteine XopG, XopH und Xopl. AulRerdem wurde der bereits friiher beschriebene
Effektor XopB (Noél et al., 2001) weiter charakterisiert.

41 Xopl

Der Effektor Xopl ist durch das VVorhandensein eines fur Eukaryoten typischen Motivs, der F-
Box, identifiziert worden (Thieme, 2006). Die F-Box ist bis auf wenige bekannte Ausnahmen
nur in eukaryotischen Proteinen zu finden, die Bestandteil des SCF (Skpl/Cullin/F-Box
Protein) E3 Ubiquitin Ligase Komplexes sind. Dieser besteht neben dem F-Box Protein aus
Skpl (suppressor of kinetochore protein), Cullin 1, Rbx1 (Ring-Box 1) und Rocl (Regulator
of Cullin 1) und kontrolliert spezifisch die Ubiquitinierung von Proteinen. Anschlielend

werden die ubiquitinierten Proteine durch einen multikatalytischen Proteasekomplex, das 26S
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Proteasom, abgebaut (Craig und Tyers, 1999; Kipreos und Pagano, 2000). Dieser Prozess ist
in der Pflanze fur viele Entwicklungsprozesse essentiell: diese reichen von der Phytohormon-
Signallbertragung tber die Blitenentwicklung bis hin zu Stressantworten (Ho et al., 2008).
Interessanterweise besitzt das in dieser Arbeit untersuchte Effektorprotein Xopl als einziges in
Xcv solch ein F-Box-Motiv.

Xopl-homologe Proteine sind hingegen in verschiedenen Xanthomonaden konserviert: in
Xanthomonas axonopodis pv. citri (94% lIdentitat), Xanthomonas fuscans spp. aurantifolii str.
ICPB 11122 (95% Identitat) und hypothetische Proteine in Xanthomonas campestris pv.
vasculorum NCPPB702 (82% Identitdt) und Xanthomonas campestris pv. musacearum
NCPPB4381 (82% Identitat). Homologen Proteinen in Xanthomonas oryzae pv. oryzicola und
Xanthomonas fuscans spp. aurantifolii str. ICPB 10535 fehlt der fur die F-Box kodierende N-
Terminus. AuRerhalb der Gattung Xanthomonas ist kein zu Xopl homologes Protein bekannt.

F-Box-Proteine besitzen neben der namensgebenden F-Box h&ufig Repeat-Strukturen, die der
spezifischen Proteinbindung dienen. Die an diese Regionen bindenden Proteine werden so
zum E3 Ligasekomplex rekrutiert. Auch Xopl besitzt ARM-Repeat-Strukturen im C-
terminalen Bereich, die flr die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich sein kdnnten.
So konnte Xopl Proteine zum SCF-Komplex rekrutieren und somit deren Ubiquitinierung und
Degradation einleiten (Thieme, 2006). Ein wichtiger Schritt, um einen Hinweis auf die
Funktion von Xopl zu erhalten, sollte deshalb die Suche nach pflanzlichen Zielproteinen
mittels Hefe-2-Hybrid-Sichtung sein. Xopl war jedoch als Koderprotein ungeeignet, da es in
Hefe mit einer Vielzahl von Proteinen interagiert. Auch der Versuch, die F-Box oder die
Repeats des Proteins einzeln als Kdder zu nutzen, scheiterte, da diese, wie das
Volllangenprotein, unspezifisch mit einem Kontrollprotein interagierten (Abbildung 10).

Ein Xopl-spezifischer Phanotyp konnte in dieser Arbeit nicht identifiziert werden. So verhielt
sich eine Xopl-Deletionsmutante in Xcv unverandert im Vergleich zum Wildtypstamm 85-10.
Dies ist nicht ungewdhnlich und trifft, wie bereits erwahnt, auf viele T3Es zu (Kvitko et al.,
2009; Bittner und Bonas, 2010). Auch die Uberexpression von Xopl in Xanthomonas oder
mittels Agrobacterium in Tomatenpflanzen, verschiedenen Paprika-Kultivaren sowie einer
Vielzahl anderer Solanaceen ergab keine spezifische Reaktion einer Pflanze auf das
Effektorprotein. Eine weitere Mdglichkeit Riickschlisse auf die Funktion eines
Effektorproteins ziehen zu konnen, ist die Ermittlung der subzelluldren Lokalisierung des
Proteins in der Pflanze. Xopl-GFP-Fusionen sind nach zwei Tagen sowohl im Zytoplasma als
auch im Nukleus sichtbar. Diese Lokalisierung wiederspricht sich nicht mit einer Funktion am

SCF-Komplex, gibt aber keinen weiteren Hinweis auf die Funktion von Xopl.
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Dennoch lohnt sich fur die Zukunft eine genauere Untersuchung von Xopl. Denn
verschiedene pathogene Bakterien besitzen Proteine mit einer F-Box-Doméne und in einigen
Fallen konnte bereits eine wichtige Rolle bei der Infektion gezeigt werden: Das erste bekannte
Beispiel war VirF aus Agrobacterium tumefaciens, dem Ausléser von Wurzelhalsgallen an
verschiedenen Pflanzen. Das F-Box-Protein VirF interagiert in der Pflanzenzelle mit dem
SKP1-ahnlichen Proteinen ASK1/2 (Schrammeijer et al., 2001). Inzwischen ist bekannt, dass
VirF den Abbau von 2 Komponenten des T-Komplexes bewirkt und damit die T-DNA vor
ihrer Integration ins Wirtsgenom freilegt (Tzfira et al., 2004). Warum VirF fur die Infektion
einiger aber nicht aller Pflanzen bendtigt wird, ist noch nicht bekannt (Lechner et al., 2006).

In R. solanacearum gibt es eine Familie von 7 Typ-Il1-Effektorproteinen die eine F-Box und
eine LRR-Domane besitzen. Sie wurden aufgrund einer konservierten GAXALA Sequenz in
ihrer LRR-Doméne GALA-Proteine genannt. Es konnte durch Deletion aller 7 Gene gezeigt
werden, dass sie flr die Pathogenitat in Arabidopsis essentiell sind und stark zur Virulenz in
Tomate beitragen (Angot et al., 2006). Einer der GALA-Effektoren, GALA7 bestimmt die
Wirtsspezifitdt und wird fur die Virulenz in Medicago truncatula benétigt. Da die F-Box
essentiell fir die Virulenzfunktion von GALAY ist, wird angenommen, dass Effektoren dieser
Familie agieren, indem sie den SCF-Komplex nutzen, um ein Wirtsprotein dem Proteasom zu
uberfihren. Denkbar wére ein positiver Regulator der basalen Abwehr (Angot et al., 2006).

Fur die Zukunft ist verschiedenes experimentelles Vorgehen denkbar, auf einige

Mdoglichkeiten wird in Kapitel 4.4. eingegangen.

4.2 Der Typ lll-Effektor XopH

Das in dieser Arbeit untersuchte Effektorprotein XopH ist auf dem gréRten Plasmid von Xcv
85-10, pXCV183, und stromaufwérts des Effektorgens avrBsl kodiert. Dennoch sind diese
beiden Effektoren unterschiedlich reguliert: Wé&hrend AvrBs1 konstitutiv exprimiert wird, ist
die Expression von XopH HrpG- und HrpX-abhangig induziert (Escolar et al., 2001; Thieme,
2006). Die offenen Leserahmen besitzen eine Lange von 1071 bp (xopH) und 1338 bp
(avrBsl) und sind durch 90 Nukleotide voneinander getrennt. Da bei dieser radumlichen Néhe
der Promotor von avrBs1l moglicherweise im xopH-Gen lokalisiert ist, wurde versucht, beim
Erstellen der xopH-Deletionsmutante diesen Promotor zu erhalten. Denn der Fokus in dieser
Arbeit lag darauf, einen Phanotyp in der Pflanze zu identifizieren, der einzig auf die
Abwesenheit des XopH-Proteins zurtickzufiihren ist. Jedoch fuhrt sowohl eine partielle
Deletion von xopH, die einen DNA-Bereich von ca. 600 Nukleotiden stromaufwérts des
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avrBsl-Gens erhélt, als auch das Einfiihren einer frameshift-Mutation in xopH, zur
Verzogerung der AvrBsl-spezifischen HR. Dieser Phanotyp ist bereits friher beobachtet
worden: Er trat nach N-terminaler Exonuklase Il1-Deletion des Bereichs stromaufwarts von
avrBsl in einem pLAFR3 Plasmid auf und wurde als ,,intermediate® bezeichnet (Ronald und
Staskawicz, 1988). Jedoch war in diesen Experimenten ein DNA-Abschnitt von 497 nt
stromaufwarts von avrBsl fur eine HR in voller Stérke ausreichend. Erst wenn die Nukleotide
bis zur Position 348 stromaufwarts von avrBsl deletiert waren, wurde der ,,intermediate*
Phanotyp beobachtet. Abweichend davon hatte in dieser Arbeit die genomische Deletion eines
Teils von xopH, bei der 581 nt stromaufwarts von avrBsl erhalten blieben, bereits einen
Einfluss auf die AvrBs1-HR. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich damit zu erkldren, dass in
dieser Arbeit die Deletionen auf dem endogenen Plasmid von Xcv pXCV183 vorgenommen
wurden, wahrend die Expression bei Ronald et al., 1988 von dem low copy number Plasmid
pLAFR3 erfolgte, welches einen lac-Promotor besitzt (Staskawicz et al., 1987).

Der Einfluss des xopH-Gens auf die Starke und Reaktionszeit der AvrBsl-HR lassen
vermuten, dass die avrBs1-Expression von 2 Promotoren reguliert werden konnte. Es entsteht
moglicherweise ein gemeinsames Transkript von xopH und avrBsl, welches HrpG- und
HrpX-abhangig induziert wird und ein kirzeres Transkript von avrBsl, das konstitutiv
abgelesen wird. Das langere Transkript wird durch die Mutation im xopH-Gen zerstort,
wéhrend AvrBs1 weiterhin konstitutiv, wenngleich auf niedrigerem Niveau exprimiert wird.
Man konnte mit Northern-Blot-Analysen diese Annahme Uberpriifen, wobei mit einer avrBsl-

spezifischen Sonde die verschieden grolien mRNAs nachgewiesen werden konnten.

4.2.1 XopH unterdrickt in Abhangigkeit von seiner enzymatischen Aktivitat Zelltod

Eine Veranderung der Pathogenitat von Xcv 85-10, die einzig auf die Abwesenheit von XopH
zurtickzufuhren ist, konnte nicht beobachtet werden. Dies ist ein entscheidender Unterschied
zu Beobachtungen des homologen T3S HopAO1, dessen Deletion zu reduzierter Virulenz in
Arabidopsis fuhrt (Espinosa et al., 2003; Bretz et al., 2003). Jedoch erbrachte die
Uberexpression von XopH in planta mittels Agrobacterium neue Hinweise auf die mogliche
Funktion des Effektors. So ist XopH in der Lage, eine durch den T3E XopJ ausgeldste
Zelltodreaktion in N. benthamiana zu unterdriicken. XopJ ist ein Mitglied der YopJ/AvrRxv
Familie von SUMO Peptidasen und Acetyltranferasen, eine enzymatische Aktivitat wurde
bisher jedoch nicht demonstriert (Bartetzko et al., 2009). Die XopJ-HR ist, im Gegensatz zu
anderen durch Effektorproteine ausgelOsten Reaktionen wie beispielsweise AvrBsl, AvrBs2
oder AvrBs3, eine relativ schwache und langsame Reaktion und somit nicht als HR im
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eigentlichen Sinne, vielmehr als Zelltod zu bezeichnen. Sie ist nach 3-4 Tagen ausgepragt und
in der Auspragung und Starke abhéngig vom Standort der Pflanzen. Auch die durch MAMPs
hervorgerufene Abwehr (PTI) scheint im Gegensatz zu vielen durch Effektoren ausgeldsten
Resistenzreaktionen (ETI) durchschnittlich schwacher zu sein (Tao et al., 2003; Boller und
Felix, 2009). Dariiber hinaus wird inzwischen angenommen, dass es eine Uberlappung in der
Signaltransduktion von PTI und ETI gibt (Tsuda und Katagiri, 2010; Block und Alfano,
2011). Daher ware es spannend zu untersuchen, ob XopH in die basale Abwehr der Pflanzen
eingreift. Dafur sind verschiedene VVorgehensweisen denkbar, auf die genauer unter 4.4.1 im
Zusammenhang mit XopB eingegangen wird.

Hinweise darauf ergeben sich auch bereits aus Untersuchungen des homologen T3E HopAO1
aus P. syringae pv. tomato DC3000. So ist gezeigt worden, dass HopAOLl in Tabak, den
durch die transiente Expression einer konstitutiv aktiven MAPKK initiierten, Zelltod
unterdricken kann (Espinosa et al., 2003). HopAOl besitzt, wie XopH, -eine
Tyrosinphosphatasedomane mit dem konservierten Motiv (HCxxGxxRS/T), welches typisch
fiir Tyrosinphosphatasen ist (Bretz et al., 2003; Thieme, 2006). Inzwischen ist bekannt, dass
auch XopH, wie zuvor fir HopAO1 gezeigt, in vitro Tyrosinphosphataseaktivitat besitzt
(Espinosa et al., 2003; Bretz et al., 2003; Potnis et al., 2012). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass das Tyrosinphosphatasemotiv essentiell fir die Funktion von XopH ist: Es
findet keine Unterdriickung des XopJ-Zelltods mehr statt, wenn das Cystein an Position 267
im Aktiven Zentrum gegen ein Serin ausgetauscht wird. Es handelt sich hier um einen
moderaten Eingriff in die Proteinstruktur, von dem bereits gezeigt wurde, dass er die
Tyrosinphosphataseaktivitat der homologen Effektoren HopAO1 aus P. syringae und AvrBs7
aus X. gardneri vollstandig verhindert (Espinosa et al., 2003; Potnis et al., 2012). Man kann
daher mutmalen, dass XopH durch seine Tyrosinphosphataseaktivitat den durch XopJ
ausgelosten Zelltod unterdriicken kann. Ob dies durch eine Reduzierung der XopJ-
Proteinmenge durch XopH geschieht, muss jedoch in weiteren Experimenten noch
ausgeschlossen werden. Ubereinstimmend zeigen Espinosa et al. in ihrer Arbeit ebenfalls,
dass die Unterdrickung des durch Infektion mit P. syringae ausgelOsten Zelltodes von der
Tyrosinphosphataseaktivitdt abhé&ngig ist. Interessanterweise ist auch die Erkennung von
XopH in Paprika ECW-70R abhéngig von seiner Tyrosinphosphataseaktivitat (Potnis et al.,
2012). Dartber hinaus kann, Gbereinstimmend mit Untersuchungen an XopH in dieser Arbeit,
auch HopAO1 keine durch klassische Avr-Proteine hervorgerufene HR in Wirts- oder Nicht-
Wirtspflanzen unterdriicken (Jamir et al., 2004; Underwood et al., 2007).
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Die Tyrosin-Phosphataseaktivitat implizierte MAPKSs als ein wahrscheinliches Virulenzziel
von HopAOLl, denn Tyrosin-Phosphorylierung ist in Pflanzen fast ausschlie3lich mit MAPK
Signaltransduktion verknupft (Pedley und Martin, 20005; Underwood et al., 2007). Jedoch
konnte die Hypothese, dass HopAOl die PTI durch Dephosphorylierung der in die
Signalweiterleitung von den PRRs involvierten MAPKs AtMPK3 und AtMPK®6 unterdrickt,
nicht bestatigt werden (He et al., 2006; Underwood et al., 2007). Es wird daher angenommen,

dass HopAOL1 stromabwarts in der MAPK-Signalweiterleitung wirkt.

4.2.2 XopH agiert im Zytoplasma der Pflanzenzelle

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, in welchem Zellkompartiment XopH eine Funktion hat,
wurden GFP-Fusionen von XopH erstellt. Diese waren sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma von N. benthamiana-Zellen nachweisbar. Eine Lokalisierung, die XopH mit
anderen Effektorproteinen, beispielsweise Xopl, teilt und die allein noch keinen genaueren
Schluss auf den Wirkort des Effektorproteins zulésst. Durch die Fusion eines NES-Signals an
XopG konnte der Wirkort von XopH weiter eingegrenzt werden. Eine kernausgeschlossene
NES-Fusion von XopH besitzt immer noch CDS-Aktivitat, so dass davon ausgegangen

werden kann, dass XopH im Zytoplasma agiert.

4.2.3 WRKY1 und LaArcAl wurden als Beuteproteine von XopH isoliert

Bei einem Hefe-2-Hybrid-Sceen wurden als moégliche pflanzliche Interaktoren von XopH ein
Transkriptionsfaktor, der zur WRKY-Familie gehort, und das Protein LeArcAl, ein
vorhergesagtes Scaffold-Protein, identifiziert. Sie lokalisieren im Zellkern bzw. im Zellkern
und Zytoplasma, so dass sie als potentielle Zielproteine von XopH in Frage kommen, welches
im Zellkern und Zytoplasma. In der Tat kdnnte die Bindung an WRKY1 den Mechanismus
fiir die Zelltodunterdriickung durch XopH darstellen. Fir das homologe Protein WRKY1 aus
Tabak konnte gezeigt werden, dass es durch die SA-induzierte MAP Kinase SIPK
phosphoryliert wird und dadurch einen HR-ahnlichen Zelltod auslost (Menke et al., 2005). So
kann man spekulieren, dass XopH durch Nutzung der Tyrosinphosphataseaktivitdt den
Phosphatrest entfernen konnte, WRKY1 inaktiviert und den Zelltod verhindert.

Auch das Beuteprotein LeArcAl verleitet zu interessanten Spekulationen. Es gehdrt zur
WDA40-Superfamilie, zu der Proteine mit verschiedensten Funktionen gehdren; beispielsweise
Adaptoren oder regulatorische Module in der Signaltransduktion, Proteine mit Funktionen
beim pra-mRNA Processing oder Aufbau des Zytoskeletts (NCBI: ¢d00200). Ein zu 91 %
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identisches und 95 % &hnliches Protein aus N. benthamiana wurde als f-Untereinheit 1 eines
heteromeren G Proteins annotiert. Die Proteinsequenz wurde im Mai 2009 von M. Wang und
Z. Zhang unter dem Titel ,,Heterotrimeric G protein function in elicitor-triggered HR cell
death and stomatal closure* direkt unter der Akzessionsnummer GQ223794.1 in die NCBI-
Datenbank eingestellt, ist jedoch darliber hinaus unpubliziert. Der Titel deutet darauf hin, dass
dieses zu LeArcAl hoch homologe Protein eine Funktion in der durch MAMPs induzierten
HR sowie beim SchlieBen der Stomata haben kdnnte. Die Proteinsequenz von LeArcAl und
homologen Proteinen ist hoch konserviert in Eukaryoten von Algen tber hohere Pflanzen bis
hin zu S&ugetieren (Guo und Chen, 2008). Ein weiteres und bereits besser charakterisiertes
homologes Protein ist RACKL1 (receptor for activated C kinase 1) aus Arabidopsis. Es ist zu
81 % identisch und 90 % d&hnlich zu LeArcAl und ist in verschiedene hormonabhéngige
Signaltransduktionswege und Entwicklungsprozesse involviert, indem es als vielseitige
Plattform (scaffold) agiert (Chen et al., 2006; Guo und Chen, 2008). In Reis wird die
Transkription von RACKL durch verschiedene Stimuli, wie einen pilzlichen Elicitor,
Abszisinsdaure (ABA), Jasmonat oder Auxin induziert (Nakashima et al., 2008). Es spielt dann
eine Rolle bei der Produktion von ROS und bei der Resistenz gegen die Brusone-Krankheit
(rice blast). Es konnte gezeigt werden, dass RACK1 in einem Komplex unter anderem mit
den wichtigen Regulatoren der pflanzlichen Resistenzreaktion: RAR1 und SGT1 interagiert.
Es wird vermutet, dass RACKL1 eine Rolle bei der pflanzlichen Immunitat spielt, indem es als
Plattform fir diesen Immunkomplex dient (Nakashima et al., 2008).

Die in Hefe gefundenen Interaktionen lieRen sich jedoch nicht auf die Pflanze (bertragen.
Weder fir WRKY1 noch fiir LeArcAl konnte mit Hilfe von BiFC eine Interaktion mit XopH
nachgewiesen werden. Dass eine Interaktion mit dieser Methode nicht nachweisbar ist, muss
nicht zwangsldaufig bedeuten, dass Sie in der Pflanze nicht stattfindet. Es besteht auch die
Maoglichkeit, dass die an die Proteine fusionierten Hélften des Gelb-fluoreszierenden Proteins
die Interaktion sterisch behindern. Die Interaktion kénnte beispielsweise in vitro durch einen
GST (Glutathion-S-Transferase) — pull down oder in vivo durch Koimmunoprazipitation in
der Pflanze untersucht werden. Dabei sollten sowohl N-terminale als auch C-terminale und
unterschiedlich grofle Epitop-Fusionen analysiert werden, um sterische Effekte
auszuschlielRen.

Um eine Aussage Uber die biologische Relevanz der putativen Interaktoren treffen zu kénnen,
ist eine hdufig angewandte Mdglichkeit, die Gene der entsprechenden Interaktoren durch
Gen-Silencing stillzulegen und eine Veranderung des fur den Effektor spezifischen Phanotyps

in den Silencing-Pflanzen zu untersuchen. Dazu ist jedoch ein relativ stabiler Phénotyp des
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Effektors notig, der sich unter den beim Silencing herrschenden Bedingungen im
Gewaéchshaus zuverlassig reproduzieren lasst. Dies ist jedoch bei der Unterdriickung der
XopJ-HR durch XopH nicht gegeben. Bei Voruntersuchungen wurde festgestellt, dass die
XopJ-HR auf Silencing-Pflanzen nicht sichtbar ist, was anscheinend auf die generelle Antwort

der Pflanze auf das Virus-induzierte-Gen-Silencing zurtckzufiihren ist.

4.3 Das Typ IlI-Effektorprotein XopG

4.3.1 XopG wird spezifisch in Paprikapflanzen erkannt

Eine Hauptaufgabe bakterieller Effektorproteine ist, die Abwehr der Pflanze zu unterdriicken
(Guo et al., 2009). Dabei greifen sie an verschiedensten Stellen in die pflanzliche Abwehr ein.
Pflanzen haben jedoch Mechanismen entwickelt, einige Effektoren zu erkennen und in einer
spezifischen Reaktion Zelltod auszulésen um so das Wachstum des Pathogens zu stoppen
(Boller und He, 2009). So wird auch das Effektorprotein XopG von Paprikapflanzen erkannt
und l0st, wenn es transient mittels Agrobacterium in ECW-Pflanzen exprimiert wird,
innerhalb von 3 Tagen eine Abwehrreaktion aus. Dass es sich hierbei um eine Reaktion hoher
Spezifitat handelt, zeigt die Tatsache, dass sie in ECW-Paprikapflanzen erfolgt, nicht aber in
ECW-30R-Pflanzen (Abbildung 17). Dieser Unterschied in der Erkennung von XopG war
unerwartet, da es sich hierbei um zwei nahezu isogene Linien handelt, die sich neben dem
Bs3-Lokus vermutlich nur in wenigen chromosomalen Abschnitten unterscheiden (Minsavage
et al., 1990). Ein direkter Einfluss des Bs3-Proteins auf die Erkennung von XopG konnte
ausgeschlossen werden, da eine zusétzliche Agrobacterium vermittelte Ubertragung von Bs3
in ECW-Pflanzen, die frihere Reaktion der Pflanze auf XopG nicht veréndert. Auch der
alleinige Einfluss des Bs3-Gens auf die Erkennungsspezifitat konnte ausgeschlossen werden.
Denn bei der Inokulation von F2-Pflanzen einer Kreuzung zwischen ECW und ECW-30R
spaltete sich die Erkennung von AvrBs3 wie erwartet im Verhaltnis 3:1 auf. Bei Pflanzen mit
fehlender AvrBs3-Reaktion war jedoch auch keine XopG-HR zu beobachten. Abwesenheit
von Bs3 scheint also nicht unmittelbar mit der XopG-HR verknupft zu sein. Da auch keine fur
eine Gen-flir-Gen-Antwort typische Aufspaltung der XopG-HR zu beobachten war, ist davon

auszugehen, dass verschiedene Gene an der Erkennung von XopG beteiligt sind.
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4.3.2 XopG verzogert das Wachstum von Xcv

Es bleibt zu untersuchen, ob die Erkennung von XopG auch in Xcv nachgewiesen werden
kann. Eine moégliche Vorgehensweise ist die Expression von XopG in einem Xcv-Stamm, der
nur sehr eingeschrankt Effektorproteine in die Pflanze transloziert. Da eine multiple Effektor-
Deletionsmutante in Xcv momentan noch nicht zur Verfugung steht, kdnnte beispielsweise die
Deletionsmutante Xcv 85-10AhpaB genutzt werden, von der bekannt ist, dass sie Effektoren
gar nicht mehr oder nur stark reduziert sekretiert, aber nicht-Effektorproteine, wie z.B. XopA,
in die Pflanzenzelle transloziert. Die ersten 51 Aminosduren von XopA sind dafir
ausreichend (Buttner et al., 2004) und kénnten an XopG fusioniert werden.

Einen ersten Hinweis auf die Erkennung von in Xcv exprimiertem XopG ist die Erkenntnis,
dass die Xcv 85-10 xopG-Deletionsmutante in Paprika ECW-Pflanzen einen
Wachstumsvorteil gegenuber dem Wildtyp besitzt (Abbildung 16). Dies war in einigen Féllen
auch phanotypisch zu beobachten, da die fir Wachstumskurven mit niedriger Bakteriendichte
inokulierten Bereiche nach 12 Tagen starkere Krankheitssymptome und Nekrosen aufwiesen
als die des WT-Stammes. Des Weiteren ist die Erkennung von XopG in einigen Solanaceen
(Tabelle 4) ein Nachteil fir Xcv, der durch Suppression der Erkennung ausgeglichen werden
muss. Das Typ IlI-Effektorprotein XopB konnte in dieser Arbeit als ein Suppressor der
XopG-Erkennung identifiziert werden. Jedoch deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
zusétzlich weitere Effektorproteine oder andere Mechanismen an der Unterdrickung des
Zelltods beteiligt sein missen. Eine Untersuchung weiterer Effektoren auf mdgliche
Suppressoraktivitaten wére daher sinnvoll.

Doch obwohl XopG fur Xcv scheinbar nachteilige Auswirkungen hat, spricht die Tatsache,
dass XopG-homologe Proteine in verschiedenen Xanthomonaden sowie in Pseudomonaden,
Ralstonia und Acidovorax im Genom zu finden sind, auf eine wichtige noch unbekannte

Virulenzfunktion hin.

4.3.3 Zink-Bindemotiv und Kernlokalisierung sind Voraussetzungen fir die Erkennung
von XopG in Paprika

Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei XopG, wie auch bei anderen homologen

Proteinen der HopH1-Familie um Zink-Metalloproteasen handelt (Lindeberg et al., 2005;

Thieme, 2006). Allen gemeinsam ist, dass sie ein Zink-Bindemotiv, ahnlich zu dem von

Botulinumtoxin A aus Clostridium botulinum, besitzen. In dieser Arbeit konnte gezeigt

werden, dass das Zink-Bindemotiv essentiell fiir die Erkennung von XopG in Paprikapflanzen
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ist. So fuhrt ein Austausch von Glutamat an Position 174 gegen Alanin zu einem
vollstandigen Ausbleiben der Zelltodreaktion (Abbildung 18).

Botulinumtoxin A ist ein Neurotoxin, das in Sdugern spezifisch SNARE (soluble N-ethyl-
maleimide sensitive factor attachment protein receptors) Proteine spaltet. Dadurch wird die
Fusion der synaptischen Vesikel mit den Nervenenden blockiert und somit die Freisetzung
von Neurotransmittern verhindert (Lalli et al., 2003). Es gibt verschiedene Proteine, die zur
SNARE-Familie gehdren und denen gemein ist, dass sie die Fusion von Vesikeln mit
Zielmembranen vermitteln (Pratelli et al., 2004). Sie binden spontan aneinander und
ermoglichen durch die so freiwerdende Energie die Fusion der Membranen (Lipka et al.,
2007). In héheren Pflanzen gibt es im Vergleich zu Sdugetieren eine deutlich groRere Anzahl
und Komplexitdt von SNARE-Genen, dies héngt vermutlich mit der komplexeren
Membranstruktur in Pflanzen zusammen (Robatzek, 2007). SNARESs spielen eine wichtige
Rolle in der pflanzlichen Abwehr (Lipka et al., 2007), so sind sie beispielsweise an dem
Transport von Golgi-Vesikeln beteiligt, z.B. bei der Freisetzung von ROS. Es ist daher
spekuliert worden, dass XopG in Pflanzen fur die Spaltung von SNARES verantwortlich sein
konnte (Thieme, 2006). Das Eingreifen von Effektorproteinen in die Sekretion von
pflanzlichen Wirtsproteinen ist bereits fir XopJ beschrieben worden (Bartetzko et al., 2009).
Jedoch ist XopG nicht wie XopJ an pflanzlichen Membranen zu finden (Thieme et al., 2007),
sondern akkumuliert im pflanzlichen Zellkern und dort insbesondere im Nukleolus
(Abbildung 18). Zudem ist es wahrscheinlich, dass XopG innerhalb des Zellkernes agiert, da
in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass ein kernausgeschlossenes NES-Fusionsprotein in der
Pflanze nicht mehr erkannt wird (Abbildung 19). Dies und die Tatsache, dass sich unter den in
dieser Arbeit isolierten pflanzlichen Zielproteinen von XopG kein Protein mit Homologie zu
SNAREs identifiziert wurde (Tabelle 6 und Tabelle 7), legt die Vermutung nahe, dass die
Virulenzfunktion von XopG eine andere ist, als zuvor angenommen.

Im Nukleolus findet unter anderem die Transkription und Prozessierung nicht kodierender
RNA und der Zusammenbau von der rRNA zu Ribosomen statt. Es ist jedoch bekannt, dass
sich dort viele weitere Prozesse abspielen, so gibt es beispielsweise 217 nukleolare Proteine
unterschiedlicher Funktion in Arabidopsis (Boisvert et al., 2007). Es sind bereits umfassende
Nachweise erbracht worden, dass der Nukleolus sowohl in die Antwort auf zelluléren Stress
als auch in die Regulation des Zellzyklus und Zellwachstum involviert ist (Emmott und
Hiscox, 2009). Als erstes bakterielles Protein wurde fir den Typ IlI-Effektor EspF des
enteropathogenen E. coli (EPEC) beschrieben, dass er spezifisch im Nukleolus akkumuliert

und nukleoldre Proteine, wie das am starksten présente Nukleolin, in ihrer Funktion stort
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(Dean et al., 2010). Zuvor war dieser Mechanismus nur von Viren bekannt. So scheint es
maoglich, dass XopG direkt in die Transkription eingreift, indem es beispielsweise einen
Transkriptionsfaktor, ein regulatorisches Protein oder ein RNA-bindendes Protein spalten

kdnnte.

Um das Lokalisierungssignal von XopG naher zu untersuchen, wére es sinnvoll gezielte
Punktmutationen in die beiden putativen Kernlokalisierungssignale RKNRK (AS54-58) und
RKKYN(A205-209) von XopG einzufiihren. Dies misste sowohl einzeln als auch kombiniert
an beiden Positionen erfolgen, um zu priifen, ob, wie vermutet, das C-terminale Signal flr die
Kernlokalisierung verantwortlich ist und das N-terminale Signal fir die Lokalisierung im
Nukleolus (Abbildung 23).

4.3.4 Die Erkennung von XopG erfolgt indirekt

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass XopG nicht durch die direkte Bindung
an ein Zielprotein erkannt wird. Vielmehr konnte die Spaltung oder Verdnderung eines
Wirtsproteins erkannt werden. Denn die Mutation E174A im Zink-Bindemotiv von XopG
verhindert die Erkennung durch die Pflanze, dies ist aber weder auf eine Fehllokalisierung
von XopGeizaa innerhalb der Zelle noch mutmalilich auf eine Fehlfaltung des Proteins
zuruckzufiuhren (Abbildung 18). Letztere sollte in der gewéhlten Mutante weitestgehend
unbeeinflusst sein (Rigoni et al., 2001). Die Verénderung eines Proteins durch XopG ist
anscheinend fur das Einleiten der Abwehrreaktion notwendig. Dies deutet gemeinsam mit der
Annahme, dass mehr als ein pflanzliches Protein an der Erkennung beteiligt ist (vergl. 4.3.1),
darauf hin, dass XopG an ein Virulenzziel oder Decoy-Protein binden konnte (van der Hoorn
und Kamoun, 2008; Block und Alfano, 2011), dieses eventuell modifiziert oder spaltet und
dass diese Modifikation oder Spaltung durch einen pflanzlichen Rezeptor registriert wird, der

dann eine Abwehrkaskade auslost.

4.3.5 XopG interagiert in planta mit den kernlokalisierten Proteinen SPRY und RRM

Bei einer Hefe-2-Hybrid-Sichtung mit dem WT XopG-Protein als Koéder, sind 2
kernlokalisierte Interaktoren, ein RNA-bindendes Protein (RRM) und ein Protein mit einer
SPRY-Domane (SPRY) isoliert und néher untersucht wurden. Eine Interaktion mit einem
ebenfalls isolierten pflanzlichen Porin erwies sich aufgrund fehlender Kolokalisierung mit
XopG und aufgrund des Vorkommens von poly A im isolierten cDNA-Fragment als
unwahrscheinlich. Insgesamt waren von 18 der insgesamt 37 potentiellen Interaktoren DNA-

Fragmente isoliert worden, die entweder nur fir poly-Lysin kodieren oder fiir ein kurzes
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Peptid und poly-Lysin, so dass dies zur Annahme fiihrte, dass die Bindung dieser Kandidaten
und auch des Porin auf die Bindung von XopG an Poly-Lysin zurlckzufiuhren sein kénnte
(Tabelle 6).

Die Interaktion von XopG mit RRM und SPRY konnte in planta durch Split-YFP-
Experimente bestétigt werden. So wurde fiir YN/YC-Fusionen beider Interaktoren nach
Koexpression mit XopG-YN bzw. XopG-YC ein YFP-Fluoreszenzsignal im Zellkern
detektiert. Die Akkumulation aller drei Proteine im pflanzlichen Zellkern war zuvor durch
GFP-Fusionsproteine gezeigt worden. Die Interaktion zwischen XopG und RRM wurde
zusétzlich durch Koimmunoprazipitation bestatigt (Abbildung 26).

RRM ist ein Serin/Arginin-reiches Protein, welches eine RNA-Bindestelle ein sogenanntes
RNA recognition motif (RRM) besitzt. Proteine mit RRM-Doménen sind ubiquitér verbreitet
und in posttranskriptionelle Prozesse (RNA-Prozessierung, -Stabilisierung, -Editierung, -
Abbau und translationale Regulation) involviert (Maris et al., 2005). Es gibt bereits Beispiele,
dass Effektoren auf RNA-bindende Proteine Einfluss nehmen kdnnen, so modifiziert HopU1
AtGRP7, das ein RRM-Motiv besitzt, durch seine mono-ADP-Ribosyltransferaseaktivitat (Fu
et al., 2007).

Blast-Suchen mit der Aminosduresequenz von RRM identifizierten SR45 aus Arabidopsis als
bekanntes Protein mit der groRten Ahnlichkeit zu RRM (69% uber 223AS; Altschul et al.,
1997). SR45 ist ebenfalls ein Mitglied der hoch konservierten Familie der Serin/Arginin-
reichen Proteine, die eine Schliisselrolle beim pr&-mRNA-Splicing und anderen Aspekten des
RNA-Metabolismus einnehmen. SR45 interagiert im Zellkern mit dem Spliceosom und
reguliert das Glukose und ABA-Signalling wéhrend pflanzlicher Entwicklungsprozesse
(Tanabe et al., 2009; Zhang und Mount, 2009; Carvalho et al., 2010).

Die SPRY-Domiéne wurde erstmals in Ryanodin-Rezeptoren von Sdugern identifiziert und
tritt in verschiedenen Proteinfamilien auf (Rhodes et al., 2005). Es sind Funktionen von
Proteinen mit SPRY-Domanen beispielsweise bei regulatorischen und
Entwicklungsprozessen, Abwehr von Retroviren und beim Calcium Signalling beschrieben.
SPRY Doménen scheinen fir ihre Tréger ein extrem vielseitiges Gerist flr Protein-Protein-
Interaktionen bereitzustellen (Rhodes et al., 2005; Rehman et al., 2009). Die strukturell grofite
Ahnlichkeit zum als XopG-Interaktor isolierten SPRY-Protein haben Ash2 (absent small and
homeotic) — dhnliche Proteine (Altschul et al., 1997). Ash2 wurde zuerst bei Drosophila
beschrieben und ist ein Mitglied der Trithoraxgruppe, welche die Transkription von Hox-

Genen regulieren (Adamson und Shearn, 1996). Proteine dieser Gruppe sind hoch konserviert
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in verschiedenen Spezies (Rhodes et al., 2005). Das Ash2 Homologe in Hefe spielt eine Rolle
bei der Histonmethylierung (Steward et al., 2006). Eine groRe Ahnlichkeit zu SPRY (77 % ab
AS 89) weist das pflanzliche Protein TRAUCO aus Arabidopsis thaliana auf. Dieses Protein
gehort ebenfalls zur Trithoraxgruppe und ist fur die frihe Embryogenese in Arabidopsis
essentiell (Aquea et al., 2010).

4.3.6 SPRY spielt moglicherweise eine Rolle bei der Erkennung von XopG in Paprika
ECW

Die Frage, ob die pflanzlichen Proteine RRM oder SPRY eine Rolle bei der Erkennung von
XopG in der Pflanze spielen, wurde durch Virus-induziertes-Gen-Silencing der Interaktoren in
XopG-responsiven Paprikapflanzen adressiert. Die Stresssituation in der sich die
Paprikapflanzen wéhrend der Virus-induzierten Silencing-Experimente befanden, erschwerte
die Auswertung der Phé&notypen, da diese nicht vollig stabil waren. Jedoch war eine
Reduzierung der XopG-HR nach dem Silencing des nicht konservierten Bereichs von SPRY1
in 80% der Félle sichtbar, wobei nur zwischen Anwesenheit und Abwesenheit der HR
unterschieden wurde (Abbildung 27). Es ist daher zu vermuten, dass SPRY eine Rolle bei der
Erkennung von XopG spielen konnte. Eine Quantifizierung der HR-Reaktionen durch die
Messung des Elektrolytverlustes der Zellen, einer physiologischen Reaktion, die mit der HR
assoziiert ist (Baker et al., 1991), ware in diesem Zusammenhang sinnvoll. Gleichzeitig lieRen
sich so zeitliche Unterschiede detektieren.

Zusammengenommen mit den Schlussfolgerungen, dass mehrere pflanzliche Proteine an der
Erkennung beteilig sind und XopG indirekt erkannt wird, kann man eine Hypothese
aufstellen, dass SPRY ein bewachtes Virulenzziel oder Decoy-Protein ist, an das XopG
bindet. Die damit einhergehende Verédnderung von SPRY wird von einem Immunrezeptor
erkannt und eine Abwehrkaskade wird ausgeldst. Dieses Model wurde bereits fir einige
andere Effektoren und ihre Interaktionspartner beschrieben (Zipfel, 2009; Ntoukakis et al.,
2009; DeYoung und Innes, 2006; Liu et al., 2011).

Die Tatsache, dass Silencing von RRM keinen Einfluss auf die XopG-HR hat, deutet darauf
hin, dass es bei der Erkennung von XopG in der Pflanze keine Rolle spielt. Vielmehr kénnte
es sich bei RRM um ein Virulenzziel von XopG handeln, eine Hypothese, die auch durch die
Lokalisierung von XopG im Nukleolus, dem Zellkompartiment in dem die meisten Proteine

mit RRM-Motiven vorkommen, unterstiitzt wird.
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4.3.7 Neue Kandidaten, die Virulenzziele von XopG darstellen kénnten

In einer weiteren Hefe-2-Hybrid-Sichtung bei der die inaktive Mutante XopGgi74a als Kdoder
genutzt wurde, sollten auch solche Interaktoren identifiziert werden, die unter natirlichen
Bedingungen von XopG gespalten werden und somit bei der Suche mit der aktiven Form von
XopG mdoglicherweise nicht gefunden wirden. Dabei kann es sich sowohl um Interaktoren
handeln, die zur Steigerung der Virulenz von Xcv beitragen, als auch um solche Proteine,
deren Spaltung in einer Abwehrreaktion der Pflanze mindet. Bei dieser Hefe-2-Hybrid-
Sichtung ist unter anderem ein interagierendes Protein mit Homologie zu JAB1 (put. JUN
kinase activation domain binding protein 1) aus Tomate isoliert worden. JAB1/CSN5 wurde
urspriinglich als Koaktivator von c-Jun identifiziert (Chamovitz und Segal, 2001). Es ist die 5.
Untereinheit des COP9 (constitutive photomorphogenic-9)-Signalosoms (CSN) Komplexes,
ein  multifunktionaler Proteinkomplex, der eine Rolle bei der Signaltransduktion,
Transkription und Proteinstabilitat in Zellen spielt (Shackleford und Claret, 2010).

Bei EPEC konnte gezeigt werden, dass der Typ Il1-Effektor NleD (non LEE encoded effector
D), eine Zink-Metalloprotease mit Homologie zu XopG, die c-Jun N-terminale Kinase (JNK)
spezifisch spaltet (Baruch et al., 2011). c-Jun N-terminale Kinasen (JNKs) sind
Serin/Threonin-Kinasen und gehéren zur MAP Kinase-Familie. In der intakten Wirtszelle
phosphoryliert JNK c-Jun, einen Transkriptionsfaktor der AP-1 Familie, der unter anderem
eine Rolle bei der Zellteilung und Apoptose spielt (Shackleford und Claret, 2010). Durch die
Spaltung von JNK, wird die Aktivierung von c-Jun verhindert und die Signaltransduktion
unterbrochen. Mdglicherweise spaltet XopG mit dhnlichen folgen JAB1 oder nutzt JABL1 als
Carrier, um eine Jun-Kinase zu spalten. Wenn es sich bei XopG um eine spezifische Protease
handelt, die eine Erkennungssequenz bendtigt, kdnnte das erkldren warum ein allgemeiner
»in-gel“ Protease-Assay keine Proteindegradation zeigte (R. Szczesny, unveroffentlichte
Daten). Ein spezifischer Antikorper eines potentiellen Zielproteins wére hier notig, um die
Spaltung analog zu JNK durch NleD zu zeigen (Baruch et al., 2011). Alternativ kénnte fir die
identifizierten mdglichen Substrate eine XopG abhangige Spaltung in Hefe oder nach
Agrobacterium-vermittelter transienter Expression in der Pflanzenzelle unter Nutzung N- und

C-terminaler Epitopmarkierung und Nutzung entsprechender Antikorper getestet werden.

Weitere interessante Kandidatenproteine sind in dieser Arbeit identifiziert worden, und
kénnen interessante Einblicke in die Funktion von XopG ermdglichen. Dazu zahlen unter
anderem eine Thioredoxin-Peroxidase und eine Calcium/Calmodulin Protein Kinase (CCPK,

Tabelle 7). Interessanterweise wurden sowohl JAB1 als auch CCPK auch als Interaktoren von
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XopB identifiziert. Ein Nachweis, dass einer dieser XopG-Interaktoren eine Rolle in der
Virulenz spielt, kann nicht durch den Einfluss auf die durch XopG ausgeltste HR betrachtet
werden. Vielmehr ware es z.B. sinnvoll Wachstumskurven mit der XopG-Deletionsmutante in

Silencing-Pflanzen der entsprechenden Interaktoren durchzuftihren.

4.4 Das Typ llI-Effektorprotein XopB

Der Effektor XopB wurde bereits vor mehr als 10 Jahren aufgrund seiner HrpX- und HrpG-
abhangigen Regulation identifiziert (Noél et al., 2001). Er besitzt eine imperfekte PIP-Box
im Promotorbereich, an die HrpX mdglicherweise direkt bindet (Koebnik et al., 2006). Durch
RT-PCR-Analysen wurde die Koregulation mit dem T3SS bestatigt (M. Egler und U. Bonas,
unveroffentlicht). Uber die Funktion von XopB war zu Beginn dieser Arbeit nichts bekannt.
Bioinformatische Analysen sagen kein Signalpeptid vorher und lassen keinen Schluss uber
pflanzliche Zielkompartimente von XopB zu. Eine Vorhersage der 3D-Struktur von XopB
ergab mit 85%iger Wahrscheinlichkeit das Vorhandensein von ARM-Repeats (Web-Service
P). Auf Aminoséureebene sind ARM-Repeats zwischen verschiedenen Proteinen wenig
konserviert, sie besitzen jedoch ein hohes Mal an struktureller Konservierung. Ein ARM-
Repeat ist ungefahr 42 Aminosduren lang und besteht aus 3 a-Helices (Samuel et al., 2006).
Mehrere aneinandergereinte ARM-Repeats falten in einer superhelikalen Struktur und bilden
dabei eine Oberflache mit einer hydrophoben Furche, an die verschiedene Proteine binden
konnen. Obwohl ARM-Repeat Domanen Protein-Interaktionen vermitteln, scheinen keine
gemeinsamen Merkmale von Interaktionspartnern zu existieren (Samuel et al., 2006). Proteine
mit ARM-Repeats sind in der Pflanze in vielféltige Prozesse eingebunden: So spielen sie
beispielsweise eine Rolle bei der Signaltransduktion, Regulation des Zytoskeletts,
Kernimport, Regulierung der Transkription, Ubiquitinierung sowie bei Vesikeltransport und
Anheftung an Membranen (Samuel et al., 2006; Striegl et al., 2010).

4.4.1 XopB - ein genereller Zelltodsuppressor

Das Interesse an XopB wurde wahrend dieser Arbeit, durch die Fahigkeit die durch XopG
ausgeloste Zelltodreaktion zu unterdriicken, geweckt. So ist XopB in der Lage, wenn es
transient mittels Agrobacterium in Paprika ECW oder N. tabacum mit XopG koexprimiert
wird, die sonst durch XopG ausgeloste HR zu unterdriicken (Abbildung 20). Durch

Koexpression mit unterschiedlichen Effektorproteinen auf verschiedenen Pflanzen konnte



Diskussion 108

weiterhin gezeigt werden, dass XopB Pflanzenspezies-ubergreifend agieren kann und eine
Reihe unterschiedlicher langsamer oder schnellerer Zelltodreaktionen supprimiert. So werden
Zelltodreaktionen der Effektoren XopJ, AvrRxv, AvrBs3, XopG und AvrBsT unterdrickt.
Das dies auf eine veranderte Proteinmenge der HR-Elicitoren zuriickzufihren ist, ist
unwahrscheinlich, da fir AvrRxv exemplarisch gezeigt wurde, dass dhnliche Proteinmengen
vorliegen (Abbildung 30). Als Né&chstes sollte jedoch auch fiir die weiteren Proteine eine
Analyse der jeweiligen Proteinmenge durchgeftihrt werden.

Wéhrend XopB im ER und im Golgi-Apparat lokalisiert, werden die genannten Effektoren
wahrscheinlich in verschiedenen Zellkompartimenten erkannt, so lokalisiert XopJ an der
pflanzlichen Membran und mdglicherweise teilweise in Vesikeln (Thieme et al., 2007;
Bartetzko et al., 2009), AvrRxv zytoplastidar (Bonshtien et al., 2005), XopG und AvrBs3 im
Zellkern und AvrBsT im Zellkern und Zytoplasma (Kapitel 3.3.4; Szurek et al., 2002;
Szczesny et al., 2010). Eine Funktion von XopB bei der T3E-Erkennung ist daher
unwahrscheinlich. Diese Ergebnisse legen nahe, dass XopB in einen gemeinsamen
Mechanismus im Signalweg zur Apoptose eingreift.

Bei Bestimmungen des Hormongehaltes von N. benthamiana-Blattern konnte festgestellt
werden, dass XopB den durch die Inokulation mit Agrobacterium oder Agrobacterium (35S-
xopJ) angestiegenen SA- und ACC-Gehalt drastisch reduziert (Kapitel 3.4.5). Die Gehalte an
JA und IAA blieben unbeeinflusst. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass XopB SA- und
Ethylen-abhangige Abwehrreaktionen unterdriickt. SA wird in Pflanzen bei der Antwort auf
diverse Pathogene synthetisiert und ist essentiell fiir die Ausbildung von sowohl lokaler als
auch systemischer Resistenz (SAR, systemic aquired resistance). Mutationen, die entweder zu
reduzierter SA-Produktion oder beeintrachtigter SA-Perzeption flhren, verstarken die
Suszeptibilitat gegendber virulenten und avirulenten Pathogenen (Loake und Grant, 2007).
Der durch XopB reduzierte SA-Gehalt der Zellen, kdnnte demnach auch zu einer verstarkten
Virulenz des Pathogens fihren. AuBerdem ist bekannt, dass die kiinstliche Gabe von SA die
Akkumulation von pathogenesis-related (PR) Proteinen in der Pflanze induziert (Loake und
Grant, 2007). Ein néchster Schritt in der Untersuchung der CDS-Aktivitat von XopB kdnnte
daher sein, den Einfluss von XopB auf die Expression von bekannten PR-Genen zu
untersuchen (van Loon et al., 2006; Kim et al., 2009). Dies konnte durch RT-PCR-Studien
nach der Inokulation einer Xcv hrp-Mutante, bspw. Xcv 85-10AhrpN oder eines PTI-Elicitors
geschehen, z.B. flg22 oder elf18.

Dariiber hinaus gibt es weitere Mdglichkeiten, um die Virulenzfunktion von XopB zu

charakterisieren und zu adressieren, ob XopB mit der basalen Abwehr (PTI) interferiert: Die
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durch PAMPs hervorgerufene Callose-Deposition stellt ein Werkzeug dar, das schon seit
langerem zur Beschreibung von PTI herangezogen wird (Gomez-Gomez et al., 1999; Hauck
et al., 2003). So koénnte der Einfluss von XopB auf die durch einen Elicitor, beispielsweise
flg22 oder LPS, verursachte Callose-Deposition analysiert werden. Eine weitere Moglichkeit
stellt die Untersuchung des Einflusses von XopB auf die Stromung in den LeitgefaRen nach
der Applikation eines Elicitors dar. Wahrend der PTI ist der vaskuldre Fluss in N.
benthamiana reduziert, ein Effekt der durch einige Pseudomonas-Effektoren riickgangig
gemacht werden kann (Oh und Collmer, 2005). Daruber hinaus wére es sehr interessant, die
Effekte von XopB auf die Expression in die PTI involvierter Gene untersuchen,
beispielsweise durch Reportergenfusionen bekannter induzierter Promotoren. Ein solches
System ist bereits fir N. benthamiana Protoplasten etabliert worden (Nguyen et al., 2010).
SchlieBlich konnte man den potentiellen Einfluss von XopB auf MAPK-Kinasen durch
Untersuchung von Kinase-Phosphorylierungsmustern adressieren. Eine Kombination
verschiedener Methoden sollte genutzt werden, um ein differenziertes Bild der
Effektorfunktion zu erhalten (Jamir et al., 2004). Eine umfassende Aufstellung mdglicher
Methoden zur Untersuchung der PTI ist 2010 verdffentlicht worden (Nguyen et al., 2010).

4.4.2 XopB ist im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Vesikeln lokalisiert und lost
eine Zelltodreaktion in N. benthamiana aus

Wie bereits vielfach beschrieben, findet zwischen Pflanzen und Pflanzenpathogenen ein
Prozess statt, den man als Wettrlisten bezeichnen kann. Pathogene, die die basale Abwehr der
Pflanze unterdriicken, werden ihrerseits durch Immunrezeptoren erkannt (Jones und Dangl,
2006; Block und Alfano, 2011). Auch XopB l6st nach 5-6 Tagen eine Abwehrreaktion in N.
benthamiana aus (Kapitel 3.4.3). Ein ahnlicher Effekt von XopB ist bereits in S. cerevisiae
beschrieben worden (Salomon et al., 2011).

Bereits 18 Stunden nach Expression von XopB mittels Agrobacterium, ist das Protein im
Endoplasmatischen Retikulum und in Golgivesikeln detektierbar (Abbildung 32; Nelson et
al., 2007). Diese Lokalisierung konnte ein Ansatzpunkt fur die Virulenzfunktion von XopB
sein. So konnte XopB die ko- oder posttranslationale Modifikation, z.B. die Glykosylierung,
von sekretierten Proteinen beeinflussen (siehe 4.4.5) oder generell die Sekretion von
pflanzlichen Proteinen hemmen, wie das bereits fir den Xanthomonas-Effektor XopJ

beschrieben worden ist (Bartetzko et al., 2009).
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4.4.3 XopB Homologe in anderen Phytopathogenen haben mdglicherweise &ahnliche
Funktionen

Durch die voranschreitende Sequenzierung von Xanthomonas-Genomen konnten neue zu
XopB homologe Proteine identifiziert werden. So gibt es 2 putative Typ IlI-Effektorproteine
in X. fuscans spp. aurantifolii und X. gardneri ATCC 19865 die Uber die gesamte Lange eine
Aminosaure-ldentitat zu XopB von jeweils 90% und 87% aufweisen. Bei zwei weiteren
homologen Proteinen aus X. campestris pv. musacearum und X. campestris pv. vasculorum
scheinen die N-terminalen 98 Aminoséuren zu fehlen, der Rest des Proteins ist jedoch hoch
homolog (92% und 90% identisch auf Aminosaureebene). Ob in diesem N-terminalen Bereich
eine flr die Funktion wichtige Domane lokalisiert ist, ist nicht bekannt, jedoch befinden sich
die a-helikalen ARM-Repeats im C-terminalen, konservierten Bereich.

Bereits langer bekannt und teilweise charakterisiert, sind die homologen Effektoren HopD1
(friher AvrPphD), die in verschiedenen Pseudomonaden und in Pantoea zu finden sind
(Arnold et al., 2001). So reduziert HopD1p,g aus Pantoea agglomerans pv. gypsophilae (Pag)
(fruher Erwinia herbicola pv. gypsophilae) die GroRe der durch das Pathogen
hervorgerufenen Gallen an Gypsophila paniculata drastisch um 85 % (Guo et al., 2002). Der
zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht bekannt. HopD1 pyq ist zu 75 % identisch und
85 % é&hnlich zu XopB, daher ist es wahrscheinlich, dass beide Proteine eine &hnliche 3D-
Struktur aufweisen. Es lag daher nahe zu uUberprifen, ob die beiden Proteine &hnliche
Funktionen ausiben. Es stellte sich heraus, dass beide Effektoren eine Uberlappende Aktivitat
haben. So kann HopD1p,y die XopJ-HR unterdriicken, nicht aber die HR-Reaktionen von
XopG, AvrRxv oder AvrBsT und die in N. benthamiana ausgeldste Zelltodreaktion in im
Vergleich zu XopB verzogert (Kapitel 3.4.2 und 3.4.3).

Eine HopD1pag-Mutante, die an zwei Positionen Punktmutationen tragt, kann keinen Zelltod
mehr supprimieren und 16st ebenfalls keine HR mehr aus. Die ER-Lokalisierung dieser
Mutante ist jedoch unverandert (Kapitel 3.4.4). Eine falsche Lokalisierung kann somit als
Grund fir den Verlust der Funktion von HopD1mp,g ausgeschlossen werden. Die Tatsache,
dass sowohl die Zelltodsuppressor-Aktivitat als auch das Hervorrufen von Zelltod in der
Mutante verhindert wird, l&sst vermuten dass Virulenzaktivitait und Avirulenzaktivitat
funktionell miteinander verknupft sind. Als néchster Schritt wére es nun sinnvoll die
Punktmutationen einzeln auf XopB zu Ubertragen, um weitere Untersuchungen der XopB-

Aktivitat durchfihren zu kdnnen.
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4.4.4 Ein Transmembranprotein und ein hypothetisches Protein beeinflussen die
Erkennung von XopB in N. benthamiana

Ein wichtiger Schritt auf dem Weg zum besseren Verstandnis der Pathogen-Wirts-Beziehung
ist die ldentifizierung von pflanzlichen Interaktoren der T3Es. Durch Hefe-2-Hybrid-
Sichungen sind neun potentielle Interaktionspartner von XopB isoliert worden. Um
herauszufinden, ob die Bindung der pflanzlichen Proteine an XopB eine biologische Relevanz
besitzt, wurden die Transkriptmengen der Gene von 5 der XopB-Beuteproteine durch Virus-
induziertes-Gen-Silencing (VIGS) in N. benthamiana reduziert. Untersucht wurde der
Einfluss der Abwesenheit jedes einzelnen Interaktors sowohl auf die Suppression der
AvrRxv-HR durch XopB, als auch auf die XopB-HR. Somit kénnten sowohl Virulenzziele
von XopB identifiziert werden, als auch solche Proteine, die bei der Erkennung von XopB
eine Rolle spielen (Block und Alfano, 2011). Bei der Analyse der Kandidaten aus der ersten
Hefe-2-Hybrid-Sichtung zeigte sich, dass der Interaktor 23, ein putatives Typ 1
Transmembranprotein (PMP1), und der Interaktors 30, der keine Homologie zu einem
bekannten Protein besitzt, die XopB-HR beeinflussen.

PMPL1 besitzt ein Signalpeptid und eine Transmembrandoméne im C-terminalen Bereich
(InterPro Scan). Fur homologe Proteine sind sowohl die Funktion als auch die biologischen
Prozesse, in die sie involviert sind, unbekannt. Ein homologes PMP1 aus Arabidopsis (NCBI
reference sequence: NP_189058.1) ist sowohl im ER als auch in der Plasma- und
Vakuolenmembran zu finden (Dunkley et al., 2006; Mitra et al., 2007; Jaquinod et al., 2007).
Interaktor 30 kodiert fur ein hypothetisches Protein mit Homologen in Ricinus communis,
Vitis vinifera, Populus trichocarpa und Glycine max.

Eine Analyse der CDS-Aktivitait von XopB stellte sich auf den Silencing-Pflanzen als
schwierig heraus. So war beispielsweise auf den Pflanzen nach Virus-induziertem Gen-
Silencing mit dem leeren Kontrollplasmid nur bei 7 von 10 Inokulationen die Suppression der
AvrRxv-HR beobachtbar. Generell waren nur sehr stabile Phanotypen auf Silencing-Pflanzen
zuverléssig reproduzierbar (Kapitel 3.3.16. und 4.2.3.). Der Grund hierfur lag vermutlich
darin, dass die Pflanzen durch die Virus-Infektion bereits Stress ausgesetzt sind. Um hier die
Interaktoren weiter hinsichtlich ihrer Rolle bei der Zelltodunterdriickung untersuchen zu
kdnnen, ist es notig andere Methoden als Silencing, beispielsweise knock out-Arabidopsis-
Linien zu nutzen. Um das System Arabidopsis nutzen zu kdnnen, misste man zuerst
untersuchen, ob homologe Proteine in Arabidopsis existieren. Wenn dies der Fall ist, konnte
man in einem zweiten Schritt einen Zelltodsuppressionsphénotyp mit XopB auf Arabidopsis

etablieren. Denkbar ware ein Pseudomonas-Effektor, der in einem bestimmten Arabidopsis-
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Kultivar erkannt wird. Gibt es einen reproduzierbaren Phanotyp, kénnte man in Arabidopsis-
Knockoutlinien den Effekt auf die Zelltodunterdriickung untersuchen.

Ein anderer denkbarer Ansatz ware die Expression von XopB mittels Xanthomonas. Hier
scheinen Phé&notypen auf Silencing-Pflanzen nach Erfahrungen in unserem Labor gut
reproduzierbar zu sein. Nach Abschluss meiner Arbeit stellte sich heraus, dass die
Deletionsmutante Xcv 85-10AxopB reduzierte Krankheitssymptome im Vergleich zum WT-
Stamm auslost. Dieser interessante Phénotyp, der im Widerspruch zu einer friheren
Veroffentlichung steht (Noél et al., 2001), eroffnet vielféaltige Moglichkeiten der Analyse der
Virulenzfunktion von XopB. Beispielsweise konnten die Gene der XopB-Interaktoren in
Paprika ECW stillgelegt werden und der Einfluss auf die gesteigerte Virulenz durch XopB
konnte durch vergleichende Inokulation von Xcv 85-10 und Xcv 85-10AxopB adressiert

werden.

445 Die |Identifizierung neuer Interaktoren von XopB ermdglicht spannende
Perspektiven fir die Untersuchung des Mechanismus der HR-Suppression

Weitere Kandidaten, die Aufschluss tber die Funktion von XopB und so Ansétze fiir weitere
Experimente liefern kbnnen, wurden identifiziert: beispielsweise TPX2 (targeting protein for
Xklp2), welches mehrfach als interagierendes Protein isoliert wurde und Ribophorin Il. Durch
die Bindung an Importin o/f wird TPX2 in den pflanzlichen Zellkern transportiert. TPX2
kolokalisiert mit Mikrotubuli und nimmt dabei eine Schllsselposition bei der Koordination
des Aufbaus des Spindelapparates ein (Meier und Brkljacic, 2009). Anders als bei Vertebraten
wird TPX2 bei Pflanzen vor dem Zusammenbrechen der Kernhtille wieder in das Zytoplasma
transportiert (Vos et al., 2008). Diese Funktion von TPX2 bei der Mitose scheint keine
Verbindung zur CDS-Aktivitdt von XopB zu haben. Es ist méglich, dass es sich um einen
falsch positiven Interaktor handelt. Die Bindung von TPX2 an Mikrotubuli lasst aber auch
andere Spekulationen zu: So spielen Mikrotubuli z.B. auch eine Rolle bei dem Geleiten von
Vesikeln vom ER zum Golgi-Apparat und zur Zellmembran (Palmer et al., 2005; Hehnly und
Stamnes, 2007).

Ribophorin Il ist als Bestandteil des Proteinkomplexes Oligosaccharyltransferase (OST) fir
die N-Glykosylierung neu entstehender Proteine im ER verantwortlich. Die Interaktion
kdnnte ein Weg sein, wie XopB mdglicherweise eine durch MAMP ausgeldste pflanzliche
Abwehr unterdriicken kénnte. Es konnte in den letzten Jahren von 2 Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass die Erkennung von MAMPs durch PRRs abhangig von der korrekten
Glykosylierung im ER ist (Nekrasov et al., 2009; Haweker et al., 2010). Die loss-of-function
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Mutation eines Gens, das flir einen weiteren Bestandteils der OST, STT3A, kodiert, fihrt zum
Verlust der Erkennung von elfl8 durch EFR, somit wird keine Abwehrreaktion ausgeltst
(Nekrasov et al., 2009). FLS2 toleriert leichte Unterglykosylierung der stt3a-Mutante, die
Abwehrreaktion blieb aber aus wenn die Glykosylierung durch Tunicamycin-Behandlung
stark reduziert war (Haweker et al., 2010). Die Zuckerreste befinden sich an den
Asparaginresten des extrazelluldren Teils der Rezeptoren und stellen vermutlich wichtige,
erste Kontaktstellen dar (Haweker et al., 2010). Das Fehlen aller Glykosylreste fihrt zum
Verbleib der Proteine im ER. Beim Fehlen eines Glykosylrestes kann zwar noch eine korrekte
Membranlokalisierung stattfinden, das Auslésen der PTI wird dennoch verhindert (EFR) oder
stark reduziert (FLS2, Haweker et al., 2010).

Ein weiterer potentieller XopB Interaktor ist ein 14-3-3 Protein. 14-3-3 Proteine nehmen
wichtige Schlisselpositionen bei vielen physiologischen Prozessen ein, die durch
Phosphorylierung reguliert werden. Sie stehen dabei hdaufig am Ende eines
Signaltransduktionsprozesses und binden mit ihrer konservierten  Struktur ein
phosphoryliertes Zielprotein, wodurch die Struktur veréndert und die Aktivitat reguliert wird
(DeLille et al., 2001). 14-3-3 Proteine sind auch als wichtige Spieler in der pflanzlichen
Abwehr bekannt (Roberts und Bowles, 1999; Konagaya et al., 2004; Oh et al., 2010). Auch
als Zielproteine von bakteriellen Effektorproteinen sind 14-3-3 Proteine bereits isoliert
worden. So interagieren beispielsweise AvrRxv und XopN, zwei Xanthomonas-Effektoren
mit verschiedenen 14-3-3-Proteinen (Whalen et al.,, 2008; Kim et al., 2009).
Mutationsanalysen in AvrRxv legen nahe, dass die Bindung an das 14-3-3 Protein notwendig
fir die Funktion von AvrRxv in der Pflanze ist (Whalen et al., 2008). Eine seit langerem
bekannte Funktion von 14-3-3 Proteinen ist die Bindung an Protonenpumpen und dadurch die
Regulation des Turgors der Pflanzenzelle (DeLille et al., 2001). Das pilzliche Toxin
Fusicoccin stabilisiert die Interaktion zwischen dem C-Terminus der H*-ATPase an der
pflanzlichen Plasmamembran und 14-3-3 Proteinen. Dies fluhrt zu einer dauerhaften
Aktivierung der Protonenpumpe und dadurch zu einer irreversiblen Offnung der Stomata, was
zum Welken der Pflanze fihrt (Wirtele et al., 2003). Bisher gibt es keinen Hinweis darauf,
dass XopB als Enzym wirkt. Ein mogliches Szenario ist daher, wie bereits fir XopN
diskutiert (Kim et al., 2009), dass es als Plattform wirkt und bestimmte Proteine in r&umliche

Né&he zueinander bringt.

Die momentane Herausforderung auf dem Weg zum Verstandnis der Pathogen-Wirts-

Beziehung, ist die Identifizierung der molekularen Funktion der T3Es. Sie ist fir die meisten
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Effektoren in Xcv bisher unbekannt. Hierzu kann die Identifizierung von biologisch
relevanten pflanzlichen Interaktoren der T3Es einen wichtigen Beitrag leisten. Die
vorliegende Arbeit gibt erste Einblicke in die mdgliche Funktion der Effektoren XopG, XopH
und XopB.

In manchen Féllen, wie z.B. Xopl, erweist es als schwer, mit einem einzelnen Effektorprotein
korrelierende Phanotypen zu identifizieren. Hier konnen z.B. multiple Deletionsmutanten
helfen Effekte nachzuweisen. AuRerdem wirde ein Effekt der T3Es im biologischen System
Xcv die biologische Relevanz der T3Es zu untermauern. Eine weitere Mdoglichkeit um
Anhaltspunkte tber die Funktion unbekannter Effektoren, wie z.B. fur Xopl oder die in dieser
Arbeit neu beschriebenen Effektoren XopK, XopR oder XopS, zu erhalten, kann es dartber
hinaus sein, transgene Pflanzen zu erstellen, die den zu untersuchenden T3E (berexprimieren
(Wilton und Desveaux, 2010). So wurde z.B. bei AvrRpt2-transgenen Pflanzen ein Phénotyp
festgestellt, der dem von Pflanzen mit verénderter Auxin-Physiologie entsprach. Dies fiihrte
schlieBlich auf die Spur, dass AvrRpt2 die Virulenz von P. syringae steigert, indem es die
Auxin-Physiologie veréndert, in diesem Fall die Akkumulierung von freiem IAA verursacht
(Chen et al.,, 2007). Diese Analysen in Kombination mit den Erkenntnissen durch die
Identifizierung von pflanzlichen T3E-Zielproteinen, werden zu einem tieferen Verstandnis der
Interaktion zwischen Pathogen und pflanzlichem Wirt beitragen.
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Anhang
Al
Tabelle 12: Verwendete Oligonukleotide.
Name Sequenz Bemerkung
xopl_Start CACCATGCCGATCACCCGAAC xopl forward fur pENTR/Topo
xopl_Stop TCACATGTCCATATACCTGCGCGACA xopl reverse mit Stop
xopl_rev CATGTCCATATACCTGCGCGACAC xopl reverse ohne Stop
Repeats von Xopl fiir
xoplrep-fwd CACCAGTGCAGAAAGCATGCGTGTC
PENTR/Topo
F-box von Xopl flr
xopl127-rev GCGATCCTCATCGTCCGGATAG
PENTR/Topo
XopH_Start CACCATGCCGAACAAAATCTC xopH forward fur pPENTR/Topo
XopH_Stop TTATGCATTGTGGTCGAGCCATTC XOpH reverse mit Stop
XOpH_rev TGCATTGTGGTCGAGCCATTC XopH reverse ohne Stop
xopl_fwd-1 ACTAAGCTTCAGAGCTGCCTGGTGCGTTG
xopl_rev-1 TAGAATTCCATCTCGGGTCTCCTGCGGTG flankierende Bereiche von xopl
zum  Erstellen einer  Xopl-
xopl_fwd-2 CGGAATTCTGAGCACTGTTTGATTGAGTG )
Deletionsmutante
xopl_rev-2 ATAGGATCCAATGCGCGCAGCGTTGCAAC
xopH_fwd-1 TAGAAGCTTGATTACCGTCCCAGCCATGAC
XopH_rev-1 GCGAATTCCGTGATCGGAAGTTATGTCGTC flankierende Bereiche von xopH
zum Erstellen einer XopH-
xopH_fwd-2 CGGAATTCTCTTCCATCGCAAAGATGTC )
Deletionsmutante
XopH_rev-2 CTGGATCCTCCTTCTCCATACTCTTCAG
Hframe-F1 ATCGGATCCTACCGATCGTCGTGTAGCTG
Hframe-R1 ACGGAATTCGTCATTTGTTCGGCATTTTCAG
GC zum  Erstellen  der  XopH-
Hframe-F2 AGCGAATTCATCTCCGGCTCAATTGCAC frameshift-Mutante
Hframe-R2 TCGAAGCTTTGCCGTTCGATGATATCATC
XopH-262rev PHO-GTCTCTCATCATGGGCCATCTCC Mutageneseprimer fir XopH-
XopH- Punkmutationen im putativen
Pho-TGCATGTAGCTGCTGGTATGG GCCT )
HC267AA aktiven Zentrum
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Name Sequenz Bemerkung

XopH-C267A Pho-TGCATGTACATGCTGGTATGGGCCT

XopH-C267S Pho-TGCATGTACATTCTGGTATGGGCCT

WRKY -Start CACCATGGAATTTACCAGTTTGG WRIEY forward far
pPENTR/Topo

WRKY-rev CCATCTCCCTGTCTGATTATTATG WRKY reverse ohne Stop
LeArcAl forward fur

LeArcAl-Start

CACCATGTCGCAAGAATCACTG

PENTR/Topo

LeArcAl-rev

GTAGCGGCCAATACCCCACAC

LeArcAl reverse ohne Stop

Kin-Start CACCATGGCGGGATTGAATAT Kinase forward fir pENTR/Topo
Kin-rev AACACAATTATCCGGTAGAG Kinase reverse ohne Stop
xopG_Start CACCATGCCAATCAGTCAAAC xopG forward fir pENTR/Topo
xopG_Stop TCACATGCCGTGAGGCTTATA xopG reverse mit Stop

xopG_rev CATGCCGTGAGGCTTATATTT xopG reverse ohne Stop
xopG-mutl-rev | AGTGCCTCCTTTCCGGCTTC fur SOE-PCR zur XopG-
xopG-fwd3 TCTCCGATAACCAAGCGCTC Mutagenese (E174A)

XopA-F+15bp

GCCCCCTTCACCATGATCAATTCATTGAATA
CG

XopA-51+15bp

ATTCTTGCGAGCGCTTGAAAAGATGAACTGG

Fir Austausch des N-Terminus

von XopG gegen den N-

GTIC
Terminus des Nicht-Effektors

pPENTR/D_R CATGGTGAAGGGGGCGGC XopA
XopGAN-F AGCGCTCGCAAGAATCGAA
5-RACE-

GGTTGCAGGTGTTGACAAGGGTA
SPRY
3-RACE-

TAGGTGACACAGGGCATACACGA Primer fur die RACE-PCR
SPRY
5"-RACE-POM | CAACCCAGGAGCAGCTTCATCAACG
3’-RACE-POM | AGTACCGCTGTTGGGGCTGAGGTG
SPRY_Start CACCATGGAGAATCTCATGGCTAC SPRY forward fur pPENTR/Topo
SPRY_Stop CTAACTCTTTTGCTCATTGG SPRY reverse mit Stop
SPRY_rev ACTCTTTTGCTCATTGGACAC SPRY reverse ohne Stop
POM_Start CACCATGGGGAAGGGTCCTGGAC POM forward fur pENTR/Topo
POM _Stop CTATGGCTTGAGAGCCAAAGC POM reverse mit Stop
POM_rev TGGCTTGAGAGCCAAAGCAAG POM reverse ohne Stop
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Name Sequenz Bemerkung
RRM_Start CACCATGGCGAAACCAGGTCGAG RRM forward fiir pPENTR/Topo
RRM _Stop CTAAGGCTTACGAGGTGGTG RRM reverse mit Stop
RRM _rev AGGCTTACGAGGTGGTGAAC RRM reverse ohne Stop
SPRY_128-F CACCCAGTGTGGATACTCCAG

Silencing-Fragment SPRY1
SPRY_626-R TTTACATCTGGGCTATCATC
SPRY_673-F CACCAAGATAGATTAACTGCAG

Silencing-Fragment SPRY2
SPRY_1173-R | TGTATACATTGAAGCAGCAG

Silencing-Fragment (mit
RRM_505-R CTTTCTCAGCATCAATTCTAGTC

RRM_Start)

XopA-F+15bp

GCCCCCTTCACCATGATCAATTCATTGAATA
CG

XopA-51+15bp

ATTCTTGCGAGCGCTTGAAAAGATGAACTGG

amplifizieren die ersten 153 bp
von XopA + 15 bp Uberhinge

passend zum Zielvektor

GTC
PENTR/D-R CATGGTGAAGGGGGCGGC amplifizieren PENTR-XopG
ohne die ersten 153 bp von
XopGAN-F AGCGCTCGCAAGAATCGAA

XopG

hopD1_Start

CACCATGAATCCTCTACAATCTATTC

hopD1 forward fur pENTR/Topo

hopD1_Stop TCAGGGTGCTGGCTGCCG hopD1 reverse mit Stop
hopD1_rev GGGTGCTGGCTGCCGCGG hopD1 reverse ohne Stop
B-Int5_248-F CACCTGAGGCTGTGAAGTCCAGTG

416 bp Fragment fur Silencing
B-Int5_664-R CCAGAGCTTTGTGCTTTTCC
B-Int22_1330-F | CACCTTGATTTGGCAGGGAAGAAC
B-Int22_1798- 468 bp Fragment fur Silencing
. CAAGGGCCAAAAAGATGAGA
B-Int23_204-F CACCGGTTTTGCACCTCCTGCTAC

449 bp Fragment flr Silencing
B-Int23_653-R | TGCACAGCTCCAGACAAATC
B-Int27_285-F | CACCATGCAAGGTAAGACGGATGG

466 bp Fragment flr Silencing
B-Int27_751-R | GGCAATCGAGAGAGGACTTG
B-Int30_xx-F CACCTGAACTTGAGGAGCCTGTGA

409 bp Fragment fur Silencing
B-Int30_xx-R GACAGGCCCTTCTCCTTGAG
TPX_RT-F GAAAAGCACAAAGCTCTGGA 287 bp Fragment fir RT-PCR
TPX_RT-R TAAACACCAATGCTGTGACG Int. 5
B22_RT-F TGCACCTTCTCTGTICTGTGA 282 bp Fragment fur RT-PCR Int
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Name Sequenz Bemerkung

B22 RT-R CTGTCAAGCACAGCAACATC 22

B23_RT-F AGATTTGTCTGGAGCTGTGC 334 bp Fragment fir RT-PCR Int
B23 RT-R TGCAACAGTTCGTCTAACCA 23

B30_RT-F GCTGCACAAGTGAAAGAACC 292 bp Fragment fur RT-PCR Int
B30_RT-R TATTTGTGCCCCTTACCAGA 30

3215(-1008)-F

CACCGCTATCGGGATGGCATC

fiir AvrBs3A2-Fusionen, XopK

3215-465-R

GTACTTGGCGACCACGAAGAC

fiir AvrBs3A2-Fusionen, XopK

0285(-998)-F

CACCTGCCTGCACACTTCGTTG

fiir AvrBs3A2-Fusionen, XopR

0285-456-R

AAAGCGTTCTGACGCGCGTG

fiir AvrBs3A2-Fusionen, XopR

0324(-1041)-F

CACCGCTGTTACCGCAGTGCAC

fiir AvrBs3A2-Fusionen, XopS

0324-471-R

AGCGATATAGCTACCTTCAC

fiir AvrBs3A2-Fusionen, XopS




Anhang 138

A2

Nukleotidsequenzen der cDNA-Inserts (TPX2, RPN2, PMP1, JAB, BIP18, BIP30) bzw.
vollstdndige Sequenzen (WRKY1, LeArcAl, UMPK-like, SPRY, RRM, POM) der im Hefe-
Dihybrid-System isolierten Interaktoren von XopB, XopH und XopG.

cDNA-Fragment

EST Tomate/ TC205993
WRKY ORF

1 101 166 714 905 1,183 1,534

cDNA-Fragment

EST Tomate/ TC214545
L eArcAl ORF

T EEREANARhNA ———T|
1 294 902 1,283 1,782 1,936

cD NA-Fragm ent

EST Tomate/TC197135

Kinase ORF

e ]
1 64110 952 1,096 1,670

Abbildung Al: Isolierung der vollstdandigen ORFs der XopH-Beuteproteine durch Sequenzvergleiche. In
den Abbildungen sind die jeweiligen in der H2H-Sichtung isolierten cDNA-Fragmente, die bekannten EST-
Sequenzen und die ORFs der 3 XopH-Interaktoren WRKY1, LeArcAl und Kinase zueinander angeordnet. In
der jeweiligen unteren Zeile symbolisieren die grinen Zeichen ein Start-Codon und die roten Striche ein Stop-
Codon.

Sequenz cDNA-Fragment XopH-Beuteprotein WRKY1:

ATGGAATTTACCAGTTTGGTTGATACTTCATTGGATTTGAGCTTTAGGCCTCGTCAAAAAGT
CCTGAAACAAGAAGTGCAGAGTGATTTCACTGGATTGAGCATAGAAAGAGAGAATATGGTGG
TGAAAAATGAGGCAGGGGATTTGTTAGAGGAACTAAACAGAGTGAGTAGTGAAAACAAGAAG
TTAACAGAGATGCTTACTGTAGTTTGTGAAAATTACAATGCTTTAAGAAACCAAATGATGGA
GTATATGAGCACACAAAATGGTGTAGCTGAAGATACTAGTGCAGGGTCAAGGAAAAGAAAAG
CTGAAAGTATCTCTAATCCTGTTAACAACAACAACAATAATAATAACAATATGGATGTTGTT
CATGGACGTTCATCAGAAAGCAGTTCGAGTGACGAAGAGTCCTGTTGCAAGAAACTCAGAGA
GGAGCACATAAAAGCGAAAGTTACAATTGTTTCTATGAAGACTGATGCATCTGATACCTCTC
TTATTGTAAAGGATGGTTATCAGTGGAGAAAGTATGGTCAGAAAGTAACTAGAGACAACCCT
TGTCCAAGAGCTTACTTCAGATGCTCATTTGCACCTGGTTGCCCTGTCAAGAAAAAGGTTCA
GAGAAGCATTGAAGATCAGTCTATTGTGGTAGCAACATATGAAGGAGAACATAACCATCCAC
AAACCTCAAAACCAGAATCAGGTCCAAGTACTAATACTTCCACAGCCAGCCGATTAAATGTG
ACAACTATCGCGGGCACTACTACTTCAGTCCCTTGCTCTACCACTCTCAATTCCTCAGGACC
AACCATTACTCTCGATCTTACTGCACCGAAAACAGTGGAAAAGCGCGATATGAAGATGAATC
ACAGTACTACTAGTCCTACCAGTGGCAATAGCATTAGAACAACAACAACAACATCAGCAGCA
GGAGGTGAATATCAAAATAGGCCAGAGTTTCAACAGTTCTTGATAGAACAAATGGCTACTTC
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CTTGACCAAAGATCCAAGTTTCAAAGCAGCACTTGCTGCCGCCATATCAGGAAAAATCCTCC
AACATAATAATCAGACAGGGAGATGGTAA

Sequenz XopH-Beuteprotein LeArcAl:

ATGTCGCAAGAATCACTGGTCCTCCGCGGCACAATGAAGGCCCATACAGATTGGGTGACAGC
CATTGCCACTCCGATTGATAACTCCGACATGATTGTCACATCGTCTCGTGACAAATCCATCA
TTGTTTGGTCACTTACAAAAGAGGGCTCACAGTACGGTGTCCCCCGTCGCCGTCTCACCGGA
CACGGCCATTTCGTCCAAGATGTTGTGTTATCATCAGACGGTATGTTTGCACTTTCCGGATC
TTGGGACGGTGAACTCCGTTTATGGGATCTTCAAGCTGGAACCACTGCCCGGCGTTTCGTTG
GACACACGAAGGATGTTTTATCCGTTGCATTTTCAGTTGATAACCGTCAGATTGTTTCTGCA
TCTCGTGACAAATCGATTAAGCTATGGAACACTTTGGGTGAGTGTAAATACACGATTCAGGA
TCAAGATTCACATTCTGATTGGGTGTCTTGTGTTCGTTTTAGCCCAAATAATCTTCAACCAA
CTATTGTTTCTGGATCATGGGATCGGACTGTGAAAATCTGGAATCTTTCTAACTGTAAGCTT
CGCGCTACTCTTGCTGGGCACACTGGTTATGTGAATACTGCTGCAGTATCTCCAGATGGTTC
TTTGTGTGCTAGTGGAGGAAAGGATGGAGTGATTTTGTTGTGGGATTTGGCTGAAGGGAAGA
AATTGTACTCCCTTGATTCTGGTTCTATTATTCATGCTCTTTGTTTTAGCCCCAATAGGTAC
TGGTTATGTGCTGCAACTGAGTCTAGTATTAAAATTTGGGATTTGGAGAGTAAGAGTATTGT
TGTTGATCTTCGTGTTGATCTCAAGCAAGAGACTGAAATGTCTGGCAATGCAACTTCTACTT
CTGGCAATAGCAAAACCAAGGTTATATACTGCACCAGTTTGAGTTGGAGTGCTGATGGGAGC
ACACTTTTCAGTGGATACACAGATGGTCTGATTAGAGTGTGGGGTATTGGCCGCTACTAA

Sequenz XopH-Beuteprotein UMPK-like:
ATGGCGGGATTGAATATATTATCTCAGACTCCGTCGCCATGGCAGCTGTCAGCTTCATCCAC
ATCATCATCAATATCATATTCTTCAAGATTTCCACATTTTTATGATTTTAATAATAATTACA
ATTGCGGCGATTCCAAATGCTCGACAAATTTTCCCCTTTCTGGAAACCCAAGACCAAAGCGT
CCAACTTTATCCTCTCAAATGCAGCCTCACTTCTCCAATTCATCAGGCAGTGAATGTTCATG
GATGCAAGATAAATCCGCTTCTTGTGATAATTTTTCCCCTAACGGAAGGAAGCAAGGTGCAT
TGAATGCTGCGTCTTCAAAAGAACGAGCACTAGTTTCTTCTGTGGACGATCTTTATGACTTC
ATATGCTCAGGCCCACTCATCAGTAAGATTGGTCTGACACCAGAAAAGGTGGCCGAGTCCAT
TGACGAGTGGATAGAGTATGGATTACGGCTTTGTAGATTGTTTCAACTCAATCAGTTGTCTC
TCAACGAGGCCCAAAAAATTCGAATCTACCACTACTATATTCCAGTCTTCTTGTGGTGTGAA
CAAGAAATTTCGCAGCATAGTTCTAAGTTCAAAGAAGAAGAAGAAATCCCTCCATTGGTGAT
TGGCTTCAGTGCGCCTCAAGGATGTGGAAAAACAACACTAGTATTCGCATTAGAATATCTTT
TTAAAATCACAGGGAGGAAAGCTGCGACAGTATCCATTGATGATTTTTACTTAACAGCGGAA
GAACAGGCAAAACTAAGAGACAGCAACCCAGGGAACTTGCTTTTGGAGTTTCGTGGAAATGC
TGGAAGCCATGATCTTCCATTTTCTGTTGAGACTCTGACAGCACTAAGTAAATTGACAARAAG
AAGGTGTGAAGGTGAAGCTTCCAAGATATGATAAATCTGCTTACAGTGGTAGAGGTGACAGA
GCTGATCCCTCCGAATGGCCAGAGGTTGAAGGACCTCTACCGGATAATTGTGTTTGA
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SPRY
1 SPRY-Domane 1341
< S RACE cDNA-Fragment
- - 3-RACE .
Porin
1 831
< 2 -RACE cDNA-Fragment
3'-RACE
RRM
1 RRM 1251
.
cDNA-Fragment ESTTC242020

Abbildung A2: Isolierung der volle-Lange Sequenzen der XopH-Interkatoren SPRY, Porin und RRM
durch RACE-PCR und Sequenzanalyse. Malistabsgetreue schematische Darstellung der vollstandigen
Gensequenzen der potentiellen Interaktoren und der Lage der cDNA-Fragmente im Verhdltnis zu der durch
RACE isolierten Sequenzbereiche, bzw. der EST-Sequenz (RRM).

Sequenz XopG-Beuteprotein POM:
ATGGGGAAGGGTCCTGGACTTTACACTGAAATCGGAAAGAAGGCTCGAGATCTGTTGTACAA
KGACTACCAGAGTGACCACAAGTTCTCTATCACTACCTACTCTCCCACCGGAGTTGTTATTA
CTTCATCAGGATCGAAGAAAGGTGATCTGTTTTTGGCTGATGTTAACACTCAGCTGAAGAAC
AAGAATGTTACAACAGACATTAAAGTAGACACAAACTCCAATCTTTTCACCACCATTACCGT
TGATGAAGCTGCTCCTGGGTTGAAGACAATTTTAAGCTTCAGAGTTCCTGACCAAAGGTCTG
GAAAGTTGGAAGTTCAATATCTGCATGACTATGCTGGGATATGCACTAGCGTAGGGTTGACA
GCAAACCCTATTGTTAACTTTTCTGGTGTAGTGGGTACCAACATTGTTGCTCTTGGAACTGA
TGTATCCTTTGACACCAAGACTGGAGATTTCACCAAATGCAATGCTGGTTTGAGCTTCACAA
ATGCCGACCTTGTTGCTTCTTTGAATCTGAATAACAAGGGAGACAATCTGACTGCATCATAC
TACCACACAGTGAGCCCTCTTACAAGTACCGCTGTTGGGGCTGAGGTGAATCACAGCTTCTC
TACCAATGAGAACATCATCACCGTGGGTACTCAGCACCGATTGGATCCTTTGACCAGTGTGA
AGGCAAGGATTAACAACTTTGGCAAGGCCAGTGCTCTGCTTCAACATGAGTGGCGTCCGAAG
TCCCTTTTCACAGTTTCAGGAGAAGTGGACACTAAATCTGTTGACAAGGGTGCCAAGTTTGG
ACTTGCTTTGGCTCTCAAGCCATAG

Sequenz XopG-Beuteprotein SPRY

ATGGAGAATCTCATGGCTACTTACCAAGACGAAGAAGAAGAGGAAATTACCGCCGACCCTGC
TCCGTTATCCGCCGTCGAAGCTCCGGTGACCCTTGAGGAAGTTCTGCAGGAAGTTGCAAAAA
AAGGCAGTGTGGATACTCCAGAACCTGAATCCGATGTACCATCTGCCGACCCGAAAAGTCCA
TTGAAATCCACCAAATTGGAAGAAGATAACGATGATGAAGAGGAGGATGAGGAGGAAGAAGA
GGAGGAAGTTGATGAGCCACCGCCGAAGAAGCAGAAACAACTATCCAGTTTAACCCTAGAAT
CACCAAAAATAGAAAAAGAAGAAGAAGAAGATTTGGCGAAATTACCCTTGTCAACACCTGCA
ACCGCTAAGGGAATGGCGTCGTCTGGTAGCAAGAAGAAGGCAAAATCAAAATCGAAGAAGAA
AAACAACAATAACAACCTTTGGACGAAATCCAGTTCGAGAAAAGGGAAGAAGAAGAACAAGA
ACAACACTAGCAACCAAAAAAGCAATGGAAAGAAAAATGGAGTCGTTCCAGAACAGGAAGCA
GAAGACAAAGTTTACATTATACCAATTCCAAGGTTTCCAGACAAARAATGATGATAGCCCAGA
TGTAAAAATCTGTCTTTCAAAGGTTTACAAAGCAGAAAAAGTTGATGTAAGTGAAGATAGAT
TAACTGCAGGAAGTACAAAAGGTTATAGGATGGTGAGAGCAACAAGAGGGGTGTTAGAAGGA
GCATGGTATTTCGAGATTAAGGTAGTGAAATTAGGTGACACAGGGCATACACGACTTGGGTG
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GTCAACAGATAAAGGGGATTTGCAAGCACCTGTTGGATATGATGGGAATAGTTTTGGTTATA
GAGATATTGATGGTAGCAAGATTCATAAAGCATTAAGGGAGAAATACGGGGAAGAAGGATAT
GGAGAAGGTGATGTTATTGGCTTGTATATCAATTTGCCTGAAGGTGCTCAATATGCCCCAAA
ACCGCCTCGGCTTGTTTGGTATAAGGGACAGAGATATATGTGTGCAGCTGATCCTAAAGAAG
ATCCTCCTAAAATAATTCCTGGGAGTGAGATATCTTTCTTCGAAAATGGAGTTTGTCAAGGT
GTTGCTTTCAAAGATCTTTATGGTGGTCGTTACTATCCTGCTGCTTCAATGTATACACTTCC
TGACCAACCTAATTGCACTGTGAAGTTCAACTTCGGCCCGGACTTTGAATGCTTTCCTGAAG
ATTTTGCTGGGCGCTCTGTTCCAAAACCAATGGTTGAAGTTCCTTATCATGGTTTCGATGGA
AGAGTTGAGAATGGTGTGTCCAATGAGCAAAAGAGTTAG

Sequenz XopG-Beuteprotein RRM:
ATGGCGAAACCAGGTCGAGGCCGTGCGGCTTCACCGTCAGGCTCGTCTTCTCGTTCCCGGTC
TCGTTCCCGTTCCCGGTCTCGCTCTTACACTCCTTCAAACTCTCGCTCCTCAAGTTCGCGTT
CTCCATCTCGATCTAGATCCCGCTCCAGATCAATTTCTTCATCTTCCTCTGCTTCCCGGAGT
GCAAGTTCTCGCAGCCCTAGTCGTCGCCCTCCATCTCAACGAAAAAGCCCTGCTGGAGTATC
TAAGCGAGGCCGCTCGCCGCCACCACCACCAGAGTCTAAGAAAGCTTCTCCACCTCCAAGGA
AAGTATCTCCTATACCTGAGTCGCGTGTAATTCATGTGGATCAACTCAGCAGGAATGTCAAT
GAAAACCATTTGAAAGAAATATTTGGTAATTTTGGTGAAATTCTGCATGTGCAGTTGGCCAT
TGATCATGTTGTTAATCTTCCCAAAGGGTTTGCTTATGTTGAGTTCAAGACTAGAATTGATG
CTGAGAAAGCCCAACTACACATGGATGGTGCTCAGATTGATGGGAAAGTAGTTCATGCCAGG
TTTACCCTTCCTGAGCGAAAGAAGGCTGCCTCACCTCCAAGGGCTGTTGCAACTTCCTCAAG
AAGAGATGCTCCGAGAACCGATAATGCTCCTGTTGATGTGGAGAAAGATGGACCAAAACGGC
AACAAGAGTTATCTCCTCGTCGAAAGCCTGCTTCTTCACCTCGGAGGTCCCCTATAGGACGA
AGAGGGTCTCCTAGACGTGGGCCAGATTCTCCTGTTCGCCGACGAGCAAATTCTCCTTTTAG
GCGCGGCAGTCCACCACCCCACAGGAGGAGGCCTGCATCTCCCATGAGGCGCCGTTCACCAT
CCCCTCCACTAAGACGTCATCGGACACCTCCTAGGGGCTCTCCCAGAAGAATTCGTGGCAGA
CCTGTTAGAAGACGTTCTCCCCTTCCGCCAAGGCGTCGTTCTCCACGACGTGCTAGAAGTCC
ACCCAGAAGATCTCCGATTGGTCGTCGGTCCCGTTCACCTATTAGAAGGCCTCTCCGGTCAC
GATCAAGATCCATTTCTCCTAGGCGGGGAAGGGGTGCAGCTGCAAGACGTGGGAGGTCATCA
TCCTACTCTTCTTCTCCCAGTCCTCGCAAGGGACCCCGCAAGATTTCAAAGAGTCGCAGTCC
TAAGAGAAGGCCTTTAAGAGGGAGGAGCCCCAGCAACAGTAACAGCAGCAGTTCACCACCTC
GTAAGCCTTAG

Sequenz cDNA-Fragment XopB-interagierendes Protein TPX2 (BIP5+BIP14):
GGGGCAGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGAAGAGTTGGTTTCACGTTTGTGGGGTTT
TGTGTTTTTGCTGTGTTTGAAGAGATCTCTATCAGATCAGAAGCTTAAAGGGTCATAAAAGA
TAACCTCGTGATGGGGAGAGACGTTACAGGTTTACGTTCTGATAAGAAACCTACTGTTAAGC
CAAATGGTGTCACCCATGGTGCAGTCCATGTTGCCCCCAGAATTGCCAAGGAAAGGGTTGAA
GCAAAGGAGTTTGAGGCAGAGGATCACACTGCAAATGGCACACATGTGGAGGAAGCCCATGA
GAAGCAGGATGTACTATCTGTGAAAAGCACTAACTGTGAACCTGGCCCGATTGAGGGAAAAA
TTACGAAGACTGAGGCTGTGAAGTCCAGTGACAAGAAGTTGGGCTCACCAATGAAAACTTCA
TCTGATTCTACTGCAGCAACTGAAAGTCCAGCCCCCCCAGTTATGAATTCATCAGGGAATGA
ATCTGAAAATCATGAAAACACTCAGACTGTTGATGCTGGCTCGAATTGTTCATCAAAGTCCA
TCGATCTGCAGTCTCCTATGACTTCACAAAAATTGCATCAAAATTCTCCCATGATGACAAGG
AAGTTGCGGATGCAGGATGAAGATGATAATTGGTCTTTGGCTTCCTCAACTGCAGCTTCTGT
GCGGACAATTAGGTCCAAGGTTACTGTTCCTGTAGCTCCAACATTTAAATGTTCTGAACGCT
CAGCGAGACGTAAAGAGTATTACACAAAGTTAGAGGAAAAGCACAAAGCTCTGGAGGCGGAG
AAACAAGAATATGCAGCCAGAACAAAGGAAGAGGAAGAGGCAGCAATTAAACAGCTTAGARAA
GGCCATGTCCTACAGAGCAAATCCAGTTCCTAATTTTTACCGTGAAGGGCCACCTCCAAAGG
CTGAACTTAAGAAGCTACCAGTCACTCGTGCCAAATCACCAAATCTAACCCGTAGARAGAGC
TGTAGTGATGCAGTCGGAGCATCTCCTGAAGAAAAGAAAGCTTCTGCTAGGGGTCGTCACAG
CATTGGTGTTTACAAACAAGGCAGTCCTACCC
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Sequenz cDNA-Fragment XopB-Interaktor 18 (BIP18):
AACAAAACCAGAAGCTTCGACTCCAGGGAGTAGCGAGACAAAAGTAGCTCCAGCGAAGGCTC
CGGTCAACAACTCCATGCAACAGCTACGAAGAAATCTTCTCTATCTCCGGTGCCTCTTTCTT
CTTTTCCGATGAGGATTAACAGCAAATTTAGGCAAATACTTCAAATCTTTTGAGCTTGTTAA
GACGGATCTTGGCAGATCCGTCCAAGTAAGTTTTAATCAACTTTATGGTCATTTTAACTCTT
TGATGTGAATGAGTTTGATTAGTTTGAGAATTCGAGCATGATATAGTTTGTCATGATATATT
AATTTGTCTTGTAACATGCTGATGTTTAGATAGCATATCTAGGTTGAAGTTGTCTAATTAAA
ATTCATGTTCATTTGCTTAATAGTGATCTGATAGATTTCTCTCTTTGCCTTTGTGTTAATAT
TTACCGTCGGTTGTTTAACAGGTTCATTGAATTTTGTTTTTTTTCTCTGTCATAATCATGGA
CTTGTTAATTTTCAATATTTTTTTTCTCAATAGCCTAAATAGTTTATTAAATCCAAGAATGT
TTGTTGGTGATAATTTATTGTCATTATGTTTAATTTGAGTACTGTTGGTTGTTTTACTAATT
GATTGATTTGTTTTTTCCCTTCTTTGCTTGGTTGTAATTAGGATCTACCAGTTGTTTATAGA
CTTTGTCAAATTAACAAAAATTGATATTTAAAATTATGGCTTACACTGCGTAATTAATGTTG
TAAATTTGGATTCAATTAAGTATTGTGCTTCGCTTGTCTTAATTACAACAAGCAATTCCAAC
AAGGTAATTTGTTTGGACTAATTTTATCTTTTAAATTTATATGTTCTGATGGATTTTCTGTA
ATTTTTATTTTACTGACTTATGTTAATTGATTTTTCTACCTTAATTAAACTAGTTAGTAAGA
TGCAATCATGTCCGGCTATGCTAAAATGTATATTGGTATATTTTTTAGTTGTAATTATCACC
CTTCTCGTATTAATTATTACCTTTCTTACTTGATTTTTGCATATCATTTGTTAGTTAATTGA
TCCCGTTTTCCTTGATTTAAAGTTGATAGATCTCTTACTTTTTTATATTTGGTAAAAAAAAT
AGAACAAAAAAATATTAATTAATTAAAATAAATCTAATTTCACTCTTTTAAAATAAGARAACG
ATTACCCCC

Sequenz cDNA-Fragment Ribophorinll (BIP22):
CAGCTCTGGTTCAAAGGATGCTTCAATCATTGATCAGTATCTCAAATTTGATCCTGAAAATG

CTGTGCATTTCTTGGATGCATTGCCAGAAAACATTGATGTTGGCAGTTACATTTTTTCTTTG
GAGATTGTCCTTGACAATCCAGAGGATAAAAAGATCTATGCCACTGGAGGACGAACAAAAGT
ACCCATATATGTGACGGGATTTATCAAAGTTGACCATCCAGATGTTGCTGTGCTTGACAGTG
ATCTTGGTAATGTGGAAACTCAAAAGAGATTTGATTTGGCAGGGAAGAACACACTCTCTCTC
TCAGCAAACCATCTTCAAAAGCTACGGTTGTCATTCCAATTAACTTCTCCTCTTGGGAATGT
TTTTAAGCCACATCAGGCTTTCCTCAAGTTGAGACATGAGAGCAAAGTGGAACACATCTTTG
TGGTGGAAAATTCTGGAAAAAACTTTGAAATAATACTAGATTTTCTTGGACTAGTTGAGAAG
TTTTTCTATCTATCAGGTAGATATGACATCCAACTTACAGTTGGGGATGCTGTCATGGAAAA
CTCGTTCTTCCTACTACTGGGTTCAATTGAATTAGATCTGCCGGAGCCTCCAGAAAAGGCAA
CTCGCCCTCCTCCACAACCTATTGATTCTACCTCAAGATTTGGGCCCAAGGCAGAAATATCT
CACATATTCAGAGCTCCCGAGAAAAGACCTCCTAAGGGGCTTTCTCTCATCTTTTTGGCCCT
TGTTCTCTTGCCATTTATTGGATTTTTGGTCGGGCTTTTGAGGCTGCAAGTCAACCTGAAGA
ACTTCCCAAAAGCATCAGCACTTGCTACATTTGCCATTCTTTTCCACCTTGGCATAGCAGCT
GTCTTAACACTCTATTTACTATTTTGGTTGAAGCTGAATCTATTCACAACACTCCAAGCGCT
TGGATTTTTGGGGATCTTCTTGATGTTTGTTGGGCATAGAACCCTTTCATATTTAGCATCAT
CATCTGCCAAGTTGAAATCAGCCTAATTTAGACAGATCACTTCTAATTATAGATGTGAGGAA
GCCTTGAATAGAAAAGAGAGTTGGATAATCCAATTTTGTTGTACGACAAACATACGTATCTA
GTATGATGTTAACTACACCAGATTTTGTCTTCAAATGATCGATAGTTGCTACGTTAACCTGG
TAAAGTTGCAGTGATTTGTCTGAGGGGCGTTTTTCTCGACATCATGAATATATACCTACAGT
ACTTACTATGAGGACTTATGGTAATTCATCACTTGTGTTTGTATCTGATGTTTGCAGAAGTT
TTCACCTAATAGACTGTATTGTCTAAATGCATTTTTAAGAAGTTCATATATTGTTAAAAAGT
TCAAAGATCTATTACATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Sequenz cDNA-Fragment  XopB-Beuteprotein putatives Typ 1
Transmembranprotein (PMP1, BIP23):
GGCATCGATAACCCATCTCACCGTTACTTCCGTTCTCCATCTTCCGATGCTTCTTCTAAGAT
AAGTTCCTTGTCTCTTTCCGATGTTGGTGCTACTGTATCAATCTTGCTTGGTTTTGCACCTC
CTGCTACTCTTTCCTCTGCTAGTTCATCAAAGTTGAATGAGGTACTTGTACCAAATCCATTT
GATAGGCCGGGTTCTGTCCTCATCCTAGAAGTTACAGGAGCTGAAGGTGTTGCTTTTGAGGC
CCTTAGGAGCAATGTAGTAAACGAAAATAGAGCTGACATTCAACTTCCAGATGCAGATAAAG
TTTCTCTTTTTTCATTGGATGAACCAAAAACAGATGCTGAACATTCAGAGAAAGAATTAAGT
GAATTTGCATCATGGTTGAGTGGTTCATATGTGAATGGAGAGCTGACAATCCCCTTGGAGGA
TGACGCTAATTTGAAATTTCAATTGTCAAAGGAAGCAGATAGGGACTTTGTAACAAGTCTTG
TTTCACTCACCCATAAGATTCAAAGAGCAATGGAGAAGCACCAAGATTTGTCTGGAGCTGTG
CACCATCCATCTGAGCTAATTTCTGGAAAATTTGATGGCCTTAAGGCTCTCAAAGAGCAATA
TGGAGCAGAAGGTGTTGTGGAAGGAGCTAAATTGTTTAGTATTGTGATGTCCAAGATGTTTG
ATTCCTTAACTGAAGCCTATAAAGGTCAAATTGTTGGAGTCATTGTCTGCAATGAAACACCT
TCAGTAGCTGAGCTATTATTCGACGTTGTTTTCACTTCTCAACCATCTGCCCGCTGGCTGGA
GGAAACACAAACTTCACCCAATTCAACTGCTGTTGAAGAAGTTATATTGGTTAGACGAACTG
TTGCATGGATTACAGGACTCTTGCTTATAATTGCCACTCTATTAGGAATCTACTTTCTCCTG
CGCC

Sequenz cDNA-Fragment XopB-Beuteprotein 27 (BIP27) JAB:
GCGGAAAACTCTGCGTCGGATGCAATATTCCACTATGACGATGCGGCACAGACTAAGTTCCA
GCGGGAGAAGCCGTGGACGAGTGACCCTCACTACTTCAAGCGCGTGAAGATCTCTGCTCTTG
CTCTTCTAAAGATGGTTGTTCACGCGCGTTCTGGAGGTACAATTGAGGTAATGGGACTAATG
CAAGGTAAGACGGATGGAGATGCTATTATTGTTATGGACGCTTTTGCCCTTCCAGTTGAAGG
AACTGAAACTAGGGTTAATGCTCAAGCTGATGCGTATGAATACATGGTTGAATATTCACAGA
CCAACAAGCAGGCTGGTCGGCTGGAGAATGTGGTCGGATGGTATCATTCTCATCCTGGCTAT
GGATGCTGGCTCTCTGGCATTGATGTAACTACACAAATGCTTAACCAGCAGTATCAGGAGCC
CTTTCTTGCAGTTGTTATTGATCCAACAAGAACTGTTTCTGCTGGAAAAGTTGAGATTGGTG
CCTTTCGAACATATCCTGAAGGATATAAGCCTCCAGATGACCCTATCTCAGAGTACCAGACC
ATTCCTTTGAACAAAATTGAAGACTTCGGAGTACATTGCAAGCAGTATTATTCATTGGATAT
TACCTATTTCAAGTCCTCTCTCGATTGCCATCTCTTGACCTACTATGGAACAAGTATTGGGT
GAACACACTTTCTCTCTCCTTTGCTTGGAAATGGAGACTATGTGCTGGACAGATATCTGATC
TGCTGAAAGTGGAGCAAGCTGAAATCAGCTGTCCATTCACGTTTGGGCACTAGTGGCAGCCC
TCAAAGGAAGAGAGAAGAA

Sequenz cDNA-Fragment XopB-Beuteprotein 30 (BIP30):
GGCAAAGACTCTACTAAAGCTGCACAAGTGAAAGAACCAACCAAGCAGCAGCCTTCAAAGAT
TGGAAGCACTCCTAGGACCCGGAATTCTGTAAACAAAATTGCTGCAGCTGCGAAATCTATAT
CACCAAAAACTGGAGGTCGTACCACAAAAGAGAAACTTCAAAAGCCTGCTAAGCCAGAACCA
AATAAGGCTAAGGTGATGAAAAGACAGGGAAAGAGATCTGCTCAAGGAGAAGGGCCTGTCGA
TGCCTGTATTTCAGAGAAAGTCCTGGAAGAAGATAAGGAAAATCTGGTAAGGGGCACAAATA
TGGTTTCTCATTTTGATGAGTTGAATTTCTACCTTTTCATTGCATTTTGGTTGTACTGACTG
CTATAAGTTACAGGATGCTCCACAAACAGAAGTGATTAGCACCTGAAGTTTTTGGCAGGAAG
CTTTTGAAATCATATCAGAGGCCAAGGTGGAAGTATTTGAATCTGGAGTGTGCATTCCAATT
TTGGATTTGGTTTGTTTCATTTGTTTATTCTTAATTTTTAAAAGAAAAATTACCGAACCATT
ATACAGTTGTGTCTAGCCTGTTCGTATTGGAATTCATGCAAGACGTACAGTGCGTTCTTTTT
TACTCAACAGCTTCTATGCGCTTGCAGTTGAATATTACTTGGAAGTAATTATACCTG
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Abbildung A3: Expression der YN- und YC-Fusionen von XopH und Interaktoren in der Pflanze, jedoch
keine Interaktion durch Nutzung von BiFC nachweisbar. XopH fusioniert mit der N-terminalen Hélfte von

YFP wurde mittels Agrobacterium in N. benthamiana koexprimiert mit jeweils einem Interaktor (WRKY1,
LeArcAl, Kinase) fusioniert an die C-terminale Halfte von YFP. 2 dpi wurden Blattscheiben geerntet und
Proteine isoliert, bzw. mikroskopische Analysen durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt) Mit Ausnahme von WRKY1
waren alle Proteine durch Immunoblotting unter Nutzung eines c-myc oder HA-Antikdrpers nachweisbar. Die
Experimente wurden zweimal durchgefiihrt. Der Effektor, XopG, mit 2 interagierenden Proteinen SPRY und
RRM diente als Positivkontrolle. Eine Interaktion konnte hier beobachtet werden (3.3.12), jedoch war das RRM-
Protein im Westernblot nicht nachweisbar.

. Phytohormongehalt (pmol/g)
Bezeichnung A A ACC
Medium 18 hpi-1 171 108 1025
= IAgro 18 hpi-1 221 83 2007
S @ [XopB18hpi-1 172 62 1258 . )
£ & [XopJ+Agro18hpi-1 | 195 88 1433 Abbildung Ad: MeRwerte
5 & [XopJ+XopB18hpi-1 167 98 2135 Phytohormonmessungen. Erganzend zu
£ & Medium 24 hpi-1 395 50 115 Abbildung 33 sind hier alle Messungen der
< 5 [Agro 24hpi-1 ZEEY 49 [ 3 Experimente aufgefiihrt. Bei Experiment
= [XopB 24 hpi-1 241 53 383 2t -
XopJ+Agro 24 hpi-1 1342 34 2502 allen die Anderungen der Phytohormone
XopJ+XopB 24 hpi-1 536 53 305 weniger stark aus, mutmaRlich weil hier
Medium 18 hpi-2 180 61 270 dltere N. benthamiana-Pflanzen genutzt
__IAgro 18hpi-2 183 59 1068 . .
=T [XopB 18 hpi-2 231 57 703 wurde_n. Aus dles_em G_rund wurden fur
2 % XopJ+Agro 18 hpi-2 173 65 945 Experiment 3 wieder jiingere Pflanzen
ég XopJ+XopB 18 hpi-2 190 57 1069 gewahlt. Alle Messungen ergeben sich aus
X § X'gef'o'uzrzﬁsir_‘zp' 2 ,13‘1‘2 jg 228 Pflanzenmaterial, das von jeweils 3
NS IXopB24hpi-2 278 41 133 Pflanzen gepoolt wurde.
XopJ+Agro 24 hpi-2 473 35 1888
XopJ+XopB 24 hpi-2 187 37 157
Medium 18 hpi-3 180 52 309
— |Agro 18 hpi-3 203 44 1206
£ & [XopB18hpi-3 282 62 1001
£ 5 [XopJ+Agro18hpi-3 324 56 1008
5§ [XopJ+XopB18hpi-3 271 42 1064
< © |Medium 24 hpi-3 388 26 140
'L < |Agro 24hpi-3 1560 35 484
S [XopB 24 hpi-3 268 37 131
XopJ+Agro 24 hpi-3 1295 40 3390
XopJ+XopB 24 hpi-3 567 36 335
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