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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) ist der Erreger der bakteriellen
Fleckenkrankheit bei Paprika und Tomate. Flr die Pathogenitat der Bakterien ist ein Typ-lll-
Sekretionssystem essentiell, welches mindestens 20 Effektoren direkt in das Zytoplasma
der Pflanzenzelle transloziert. Zumindest einige dieser Effektoren tragen in suszeptiblen
Pflanzen zur Virulenz des Pathogens bei. In resistenten Pflanzen konnen einzelne oder
mehrere Effektoren auf verschiedenen Wegen des pflanzlichen Immunsystems erkannt
werden, wodurch meist die hypersensitive Reaktion (HR) ausgelost wird. Eines dieser
Effektorproteine ist XopC, dessen Gen nur in Xcv und Xanthomonas citri pv.
mangiferaeindicae (Xcm), dem Erreger des Bakterienbrandes auf Mango, vollstandig
vorhanden ist. Das Protein besitzt eine vorhergesagte Phosphoribosyltransferasedomane
sowie eine vorhergesagte haloacid dehalogenase (HAD)-like Hydrolase-Domane und weist
auBerhalb dieser Domanen keine Homologien zu beschriebenen Proteinen auf. XopC
lokalisiert im Zytoplasma und dem Nukleus der Pflanzenzelle. Die Abwesenheit von xopC im
Xcv-Genom fuhrte zu einer beschleunigten AvrBs1-vermittelten HR in resistenten
Paprikapflanzen, wenn diese zusatzlichem Stress in Form von exogener Salizylsaure (SA)
ausgesetzt waren. Dies konnte durch xopC jedoch nicht durch ein Derivat mit einer
Mutation in der Sequenz fur die vorhergesagte HAD-like Hydrolase-Domane komplementiert
werden. In Hefe-Dihybrid-Studien wurde eine Wirtsprotein identifiziert, mit dem XopC
auch in planta interagiert. Dieser Interaktor lokalisiert im Zytoplasma der Pflanzenzelle,
besitzt typische Eigenschaften einer pflanzlichen, zytosolischen O-Acetylserin(thiol)lyase
(OAS-TL) und zeigt sowohl in vitro als auch in vivo OAS-TL-Aktivitat. Diese Aktivitat wird
durch die Zugabe von XopC in vitro gesteigert. Damit wurde erstmals eine
zytoplasmatische Isoform der OAS-TL aus Capsicum annuum beschrieben und
charakterisiert. Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS) der OAS-TL in planta fihrte zum
Verlust der durch die Abwesenheit von xopC in Xcv ausgelosten Beschleunigung der AvrBs1-
abhangigen HR in resistenten Paprikapflanzen. Diese Daten deuten darauf hin, dass die
Induktion der AvrBs1-vermittelten HR in resistenten Paprikapflanzen durch den Effektor
XopC in Abhangigkeit von einer HAD-like Hydrolase-Domane und in Zusammenhang mit SA-
Stress verzogert wird. Diese Verzogerung wird durch den pflanzlichen Interaktionspartner
OAS-TL vermittelt. Weiterhin zeigten Expressionsanalysen resistenter, mit Xcv infizierter
Paprikapflanzen eine durch die Anwesenheit von xopC in Xcv induzierte Erhohung der
Transkriptakkumulation einer B-1,3-Glucanase. Dies lasst den Schluss zu, dass der Effektor

XopC in verschiedene Mechanismen des pflanzlichen Metabolismus eingreift.



ZUSAMMENFASSUNG

Summary

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) is the causal agent of bacterial spot disease
on pepper and tomato. A type lll secretion system, which translocates a minimum of 20
effectors into the host cell cytoplasm, is essential for the bacteria's pathogenicity. At least
some of those effectors contribute to the pathogen's virulence in suceptible plants. In
resistant plants one or several effectors are recognized via different mechanisms of the
plant immune system, which results mostly in induction of the hypersensitive response
(HR). One of those effector proteins is XopC. The complete xopC gene is only found in Xcv
and Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae (Xcm), the causal agent of bacterial canker
of mango. The XopC protein exhibits a predicted phosphoribosyl transferase domain and a
predicted haloacid dehalogenase (HAD)-like hydrolase domain. Besides these two domains
there is no homology of XopC to described proteins found. XopC localises to the plant cell
cytoplasm and the nucleus. The absence of xopC in the genome of Xcv leads to an
accelerated AvrBs1-induced HR in resistant pepper plants, if the plants are additionally
stressed by exogenous application of salicylic acid (SA). This was complemented by xopC,
but not by a xopC derivative carrying a mutation in the predicted HAD-like hydrolase
sequence. Yeast-2-hybrid studies revealed a XopC interactor, which also interacted with
XopC in planta. The interactor localises to the plant cell cytoplasm and carries typical
features of plant cytosolic O-acetylserine (thiol)lyases (OAS-TL). It shows OAS-TL activity
in vivo and in vitro. The latter one is enhanced by adding XopC. Hence, a cytosolic isoform
of OAS-TL from Capsicum annuum was described and characterised for the first time.
Virus-induced gene silencing (VIGS) of OAS-TL in planta abolished the acceleration of
AvrBs1-mediated HR formation induced by the absence of xopC in Xcv in resistant pepper
plants dependent on SA. These data suggest, that the induction of the AvrBs1-dependent
HR in resistant pepper plants is SA-stress dependently delayed by XopC, which is reliant on
a HAD-like hydrolase domain in XopC. This delay is mediated by the XopC plant interaction
partner OAS-TL. Furthermore, expression analysis showed an increased accumulation of 8-
1,3-Glucanase transcript in Xcv-infected, resistant pepper plants by the presence of xopC.
This indicates, that the effector protein XopC influences different mechnisms of the plant

metabolism.
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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Der Anbau von Nutzpflanzen ist essentiell, um das Uberleben der Menschheit zu
gewahrleisten. Dabei sind die Pflanzen in ihrer natirlichen Umgebung mit einer Vielzahl
von abiotischem, z. B. Trockenheit oder Lichtmangel, und biotischem Stress, z. B.
pflanzenpathogenen Organismen wie Insekten, Nematoden, Pilzen, Viren und Bakterien,
konfrontiert. Diese Organismen leben und vermehren sich auf Kosten ihres Wirtes und losen
haufig Krankheitssymptome bei den Pflanzen aus. Daher kommt es speziell bei den
Nutzpflanzen immer wieder zu Ernteausfallen, was zu Versorgungsengpassen bezlglich der

Ernahrung fuhren kann (www.fao.org).

Die meisten Pflanzen sind Nicht-Wirte fur die meisten Pathogenen, so dass die erfolgreiche
Infektion von Pflanzen durch Pathogene die Ausnahme darstellt. Da das Abwehrsystem der
Pflanze unterwandert werden muss, gelingt die Besiedlung nur wenigen, hoch-

spezialisierten Pathogenen.

Pflanzenpathogene Bakterien spielen bei der Infektion von Pflanzen eine groBe Rolle. Sie
konnen Welke, Faule und Nekrosen auslosen. Unter den pflanzenpathogenen Bakterien
findet man beispielsweise Subspezies von Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas, Xylella,
Ralstonia und Xanthomonas, welche zu den Gram-negativen Bakterien zahlen, aber auch

Gram-positive Bakterien wie Clavibacter (Agrios, 2005).

1.1 Virulenzfaktoren Gram-negativer Bakterien

Pflanzen sind gegeniber verschiedenen, nicht-phytopathogenen Bakterien, wie
beispielsweise Escherischia coli, resistent, da sie Basalabwehrmechanismen besitzen,
durch die mikrobielle Molekile erkannt werden, was meist zu einem programmierten
Zelltod der infizierten Pflanzenteile fiihrt (PTI siehe 1.2.2; Gémez-Gomez & Boller, 2002;
Nurnberger et al., 2004). Um die Besiedlung von Pflanzen zu ermoglich, besitzen Gram-
negative, pflanzenpathogene Bakterien Virulenzfaktoren. Zu den Virulenzfaktoren zahlen
Lipopolysaccharide (LPS), Exopolysaccharide (EPS), extrazellulare Enzyme und Adhasine
(Kao et al., 1992; Dow et al., 1995; Alfano & Collmer, 1996; Newman et al., 2002; Rojas et
al., 2002).

EPS umhillen die Bakterien, was diese vor dem Austrocknen und dem Kontakt mit Stoffen

schitzt, die von der Pflanze zu Abwehrzwecken sekretiert werden. Weiterhin ermoglichen
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EPS die Anreicherung von Nahrstoffen und erleichtern zusammen mit Adhasinen die
Anheftung an die Wirtszelle. EPS und Adhasine fordern die Bildung von Biofilmen, bei
denen es sich um Aggregationen von Bakterien untereinander handelt (Coplin & Cook,
1990; Kao et al., 1992; Dharmapuri & Sonti, 1999; Ray et al., 2002; Rojas et al., 2002).
Biofilme sind in der Lage, die Resistenz von Bakterien gegeniiber verschiedenen Faktoren
signifikant zu erhohen (Bryers 1993; Costerton et al., 1994). Bei den von den Bakterien
zum Zweck der erfolgreichen Infektion des Wirtes sekretierten Enzymen handelt es sich
beispielsweise um Zellwand-abbauende Zellulasen, Xylanasen und Polygalacturonasen
(Alfano & Collmer, 1997; Thanassi & Hultgren, 2000).

Wie alle anderen Bakterien nutzen auch phytopathogene Bakterien spezielle
Sekretionssysteme zur Sekretion von Proteinen und anderen Substanzen. Diese
Sekretionssysteme werden auch von human- und animalpathogenen Bakterien genutzt.
Gram-negative Bakterien besitzen mindestens sechs verschiedene Sekretionssysteme, die
teilweise gut charakterisiert sind (Kostakioti et al., 2005). Das Typ-l-Sekretionssystem
sekretiert Proteasen, Lipasen und Toxine (Binet et al., 1997; Delepelaire, 2004; Holland et
al., 2005 ). Uber das Typ-lI-Sekretionssystem werden neben Toxinen auch hydrolytische
Enzyme sekretiert (Sandkvist, 2001; Johnson et al., 2006). Das Typ-Ill-Sekretionssystem
dient der Translokation von Effektorproteinen in die Wirtszelle (Alfano & Collmer, 1997;
Tampakaki et al., 2004). Der Transport von DNA findet beispielsweise in Agrobacterium
spp. Uber das Typ-IV-Sekretionssystem statt, welche auch in der Lage ist, Proteine zu

transportieren (Cascales & Christie, 2003).

1.1.1 Das Typ-llI-Sekretionssystem

In der Majoritat der Gram-negativen pflanzen- und tierpathogenen Bakterien ist das Typ-IlI-
Sekretionssystem (T3SS) ein essentieller Pathogenitatsfaktor (He et al., 2004; Tampakaki
et al., 2004). Die Sekretion von Proteinen uber das T3SS erfolgt unabhangig von
Zwischenstufen oder Prozessierungen, wie man sie beispielsweise beim TAT-abhangigen
Proteintransport kennt, direkt in das Zytoplasma oder den Apoplasten der Wirtszellen
(Heesemann et al., 1984; Natale et al., 2008). Erstmals wurde die Typ-lll-abhangige

Proteinsekretion flr Yersinia enterocolitica beschrieben (Michiels et al., 1991).

Durch die Untersuchung nicht-pathogener Pseudomonas syringae wurde das T3SS Mitte der
1980er Jahre isoliert (Niepold et al., 1985; Lindgren et al., 1986), seine Funktion jedoch

erst in der 1990er Jahren in Yersinia spp. identifiziert (Michiels et al., 1991). Bakterien,
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welche Mutationen in den sogenannten hrp-Genen (hypersensitive Reaktion und
Pathogenitat) tragen, losen keine Abwehrreaktionen in resistenten Wirts- bzw. Nicht-
Wirtspflanzen aus, rufen keine Krankheitssymptome in suszeptiblen Pflanzen hervor und
konnen in Pflanzen nicht effizient wachsen (Lindgren et al., 1986; Bonas et al., 1991). Die
hrp-Gene phytopathogener Bakterien werden im hrp-Gen-Cluster kodiert (Alfano &
Collmer, 2004; Tampakaki et al., 2004). Von den 25 kodierten Hrp-Proteinen, die auf acht
Transkriptionseinheiten verteilt sind, sind elf in tier- und pflanzenpathogenen Bakterien
konserviert und bilden wahrscheinlich den Basalapparat (Bogdanove et al., 1996; He et
al., 2004; Tampakaki et al., 2004). Sie werden daher auch als Hrc-Proteine (Hrp conserved)
bezeichnet. HrpG und HrpX, welche nicht im hrp-Gencluster kodiert sind, spielen eine
Rolle bei der Regulation der hrp-Gene. Dabei ist HrpG der Uubergeordnete
Transkriptionsfaktor und besitzt Homologie zu Regulatoren der OmpR-Familie (Wengelnik
et al., 1996). Durch HrpG wird die Expression von hrpA und hrpX induziert. Letzteres
kodiert einen Transkriptionsaktivator der AraC-Familie und reguliert die Gene der Operone

im Bereich zwischen hrpF und hrpB positiv (Wengelnik & Bonas, 1996).

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Typ-
lll-Sekretionssystems pflanzenpathogener
Bakterien.
g Der Basalkorper, der beide bakteriellen
2 Membranen durchspannt, wird von den Hrc-
D Proteinen gebildet. Der Hrp-Pilus, welcher die
3 pflanzliche Zellwand penetriert, hat eine Lange
'] ] @ von ca. 200 bis 500 nm. Das T3S-Translokon
ss | 7 inseriert vermutlich als kanaldhnlicher
Proteinkomplex in die pflanzliche
Plasmamembran.
AM, duBere, bakterielle Membran; PP,
Periplasma; IM, innere, bakterielle Membran
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1.1.2 Der Aufbau des Typ-lll-Sekretionssystems

Die Struktur des T3SS lasst sich grob in den Basalapparat, den Hrp-Pilus und das Translokon,
unterteilen (Abb. 1.1; Buttner & He, 2009). Der Basalapparat besteht aus mehreren
Proteinen und durchspannt die innere und auBere Membran der Bakterien (Tampakaki et
al., 2004). Teile diese Apparates sind beispielsweise HrcN, welches auf Grund seiner
Homologie zu B-Untereinheit von FiFo-ATPasen vermutlich zur Energetisierung der
Sekretion beitragt (Minamino & MacNab, 2000; Zhu et al., 2002; Claret et al., 2003; Pozidis
et al., 2003; Savvides et al., 2003), und HrcC, welches zur Familie der Sekretine gehort,
die homooligomere, ringformige Strukturen aus 12 bis 14 Molekiilen und dadurch Poren in
der Membran bilden (Koster et al., 1997; Burghout et al., 2004). Der Basalapparat ist bei
pflanzenpathogenen Bakterien mit dem extrazellularen Hrp-Pilus assoziiert, bei dem es
sich um eine Art Kanal handelt, den Proteine vermutlich in ungefaltenem Zustand passieren
konnen (Koebnik, 2001; He et al., 2004). Uber das Translokon, bei dem es sich
wahrscheinlich um eine Pore in der pflanzlichen Plasmamembran handelt, gelangen die
Proteine in das Zytoplasma der Wirtszelle (Buttner & Bonas, 2002 & 2010).

1.1.3 Die Substrate des Typ-lll-Sekretionssystems

Substrate des Typ-lll-Sekretionssystems sind extrazellulare Proteine. Zu ihnen gehoren
einige Komponenten des T3SS und Typ-lll-Effektorproteine. Die Translokon- und Hrp-Pilus-
Proteine werden nicht in das Zytoplasma der Wirtszelle transloziert. Typ-lll-
Effektorproteine hingegen durchlaufen nach der Sekretion Uber das T3SS die Translokation
in das Zytoplasma der Wirtszelle (Alfano & Collmer, 2004; Tampakaki et al., 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass globale Typ-Ill-Sekretionschaperone wie z. B. HpaB (hrp.
associated) in Xanthomonas spp. mehrere verschiedene Typ-lll-Substrate binden konnen
(Buttner et al., 2003 & 2006) und vermutlich zu deren Rekrutierung durch das T3SS
beitragen, wobei die Substrate stabilisiert und in partiell ungefaltenem Zustand gehalten
werden (Stebbins & Galan, 2001; Gaudriault et al., 2002; Shan et al., 2004; Losada &
Hutcheson, 2005). Da HpaB nicht bei allen Effektoren gleichermaBen zu deren
Translokation beitragt, wurden diese auf Grundlage ihrer Abhangigkeit von HpaB in der
Translokation in zwei Klassen eingestuft. Effektoren der Klasse A (z. B. XopF1, XopJ)
werden in hpaB-Deletionsmutaten nicht mehr nachweisbar transloziert. Die Translokation
von Effektorproteinen der Klasse B ist jedoch auch bei fehlendem HpaB nachweisbar, wenn

auch in deutlich geringerem MaRe (Buttner et al., 2006). Weiterhin gibt es spezifische Typ-
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[ll-Sekretionschaperone, welche an einzelne Effektoren oder Translokonproteine binden
konnen (Badel et al., 2003; Parsot et al., 2003; Shan et al., 2004; Wehling et al., 2004;
Biittner & Bonas, 2006).

Das Typ-lll-Sekretionssignal ist bislang nicht vollstandig aufgeklart. Es wird jedoch
vermutet, dass es sich in den N-Termini der Substrate befindet (Mudgett et al., 2000;
Schechter et al., 2004). Anhaltspunkte hierfir sind die Existenz finf hydrophiler AS-Reste,
die Absenz saurer AS-Reste innerhalb der ersten zwolf AS sowie die Akkumulation von
Serinen und Glycinen, wobei keine Consensus-Sequenz vorhanden ist (He et al., 2004;
Tampakaki et al., 2004). 1997 und 1999 wurde von Anderson & Schneewind auch ein T3S-

Sekretionssignal in der mRNA diskutiert.

1.2 Typ-lll-Effektorproteine und ihre Funktionen
1.2.1 Identifizierung von Typ-lll-Effektoren

Als Effektorproteine, auch Effektoren genannt, werden T3SS-Substrate bezeichnet, deren
Wirkungsort sich innerhalb der Wirtszelle befindet (Cornelis & van Gijsegem, 2000). Bei
den ersten identifizierten Effektoren handelte es sich um Avirulenzproteine (Avr), welche
in resistenten Pflanzen eine hypersensitive Reaktion (HR) auslosen (Staskawicz et al., 1984;
Ronald & Staskawicz, 1988). Bei der HR handelt es sich um einen lokalen, programmierten
und schnellen Zelltod, welcher dazu fiuhrt, dass den pflanzenpathogenen Bakterien die
Lebensgrundlage entzogen wird und so eine weitere Ausbreitung in der Pflanze ausbleibt.
Wahrend der HR kommt es unter anderem zu einer gesteigerten Synthese von Proteasen
und Nukleasen, welche Nukleinsauren und Proteine hydrolytisch spalten. Weiterhin kommt
es zum einem vermehrtem lonenflux und zu einer Erhohung der Konzentration von
reaktiven Oxigen-Spezies (ROS) sowie zur Synthese von Stickstoffmonoxid (Mur et al., 2008;
Yoshioka et al., 2009; Nanda et al., 2010).

Effektoren mit Avirulenzfunktion tragen somit zur Wirtsspezifitat bei (Staskawicz et al.,
1984; Swanson et al., 1988) und wirken zum Teil in suszeptiblen Pflanzen als Effektoren
mit Virulenzfunktion (Ritter & Dangl, 1995; Bai et al., 2000; Girlebeck et al., 2009).

Die Identifizierung von Effektorproteinen, welche eine Avr-Funktion besitzen, ist
verhaltnismalig einfach. Die Erlangung von Kenntnissen Uber Effektoren ohne Avr-Funktion
gestaltet sich komplizierter. Dies liegt hauptsachlich daran, dass viele Effektoren keine

erkennbare Relevanz fur die Virulenz des Bakteriums haben und somit keinen erkennbaren
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Phanotyp verursachen (Swarup et al., 1991; Ritter & Dangl, 1995; Bai et al., 2000;
Wichmann & Bergelson, 2004; Yang & White, 2004; Angot et al., 2006).

Eine Moglichkeit, dennoch Effektoren zu identifizieren, ist ihre haufige Koregulation mit
dem T3SS. Alle bisher identifizierten Typ-Ill-Effektoren aus Pseudomonas werden mit dem
T3SS koreguliert. Xanthomonas besitzt hingegen einige Effektoren, zum Beispiel AvrBs1 und
AvrBs3, welche konstitutiv exprimiert werden (Knoop et al., 1991: Xiao et al., 1994;
Escolar et al., 2001; Noél et al., 2001; Chang et al., 2005).

Die Sequenzen vieler bekannter Typ-Illl-Effektorgene besitzen typische Merkmale, zu denen
ein geringerer GC-Gehalt als das restliche bakterielle Genom, flankierende mobile
Elemente, die Existenz eukaryotischer Motive in den kodierten Proteinen oder eine PIP-Box
(plant iducible promoter) im korrespondierenden Promotor gehoren (Noél et al., 2001;
Collmer et al., 2002; Buttner et al., 2003; Greenberg & Vinatzer, 2003; Dobrindt et al.,
2004; Koebnik et al., 2006, Wang et al., 2011).

Durch  bakterielle Genomprojekte und die damit verbundenen vollstandigen
Sequenzierungen dieser Genome werden bioinformatische Analysen ermdoglicht, mit denen
spezifisch nach typischen Motiven von Effektorproteinen gesucht werden kann (Da Silva et
al., 2002; Buell et al., 2003; Bell et al., 2004; Thieme et al., 2005; Guo, 2009). Dabei
werden die Merkmale bekannter Effektoren als Suchkriterien eingesetzt, wozu in
Xanthomonas die von den globalen Regulatoren HrpG- und HrpX-abhangige Expression
gehort (Wengelnik et al., 1996; Koebnik et al., 2006).

Effektoren werden auch als outer protein bezeichnet, z. B. Yersinia outer protein (Yop) fur
Effektoren aus Yersinia. Effektoren aus Xanthomonas werden als Xanthomonas outer
protein (Xop), solche aus Pseudomonas als Hrp outer proteins (Hop) und die aus Ralstonia
nach der alten Systematik als Pseudomonas outer protein (Pop) bezeichnet, wobei
Ausnahmen existieren (z. B. AvrBs3), welche jedoch meist historisch bedingt sind (Alfano &
Collmer, 1997; Noél et al., 2001; Lindeberg et al., 2005).

Uber die Anzahl der Effektorproteine verschiedener Bakterien gibt es meist keine exakten
Daten. Es wird aber davon ausgegangen, dass Xanthomonas und Pseudomonas etwa 20 bis
35 Effektorproteine T3SS-abhangig in die Wirtszelle translozieren, bei Ralstonia werden
uber 40 Effektoren angenommen (Cunnac et al., 2004; Ghosh, 2004; Thieme et al., 2005;
Lindeberg et al., 2006, Mukaihara & Tamura, 2009; Buttner & Bonas, 2010). Studien
beziiglich der Funktion einzelner Effektoren gestalten sich haufig schwierig, da das

Zusammenspiel mehrerer Effektoren oder deren Funktionsredundanz dazu fiihren, dass
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Mutationsanalysen einzelner Effektoren nicht aussagekraftig sind (Alfano & Collmer 2004;
Wichmann & Bergelson, 2004; Kunkel & Chen, 2006; Hann et al., 2010). MutmaBlich
zentrale Funktionen von Effektorproteinen sind die Gewinnung von Nahrstoffen aus den
Pflanzenzellen und die Suppression der pflanzlichen Abwehrmechanismen zum Vorteil der

Bakterien im Interzellularraum (Alfano & Collmer, 2004; Jones & Dangl, 2006).

1.2.2 Effektoren als Suppressoren der pflanzlichen Basalabwehr

Pflanzen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um Pathogene zu erkennen und zu
bekampfen. Obwohl sie kein flexibles Immunsystem wie zum Beispiel Tiere besitzen, sind
alle Zellen des pflanzlichen Organismus' in der Lage, Pathogene zu erkennen (Dangl &
Jones, 2001; Ausubel, 2005; Chisholm et al., 2006). Die erste Barriere fiir Pathogene
stellen physikalische Hindernisse wie die Kutikula, Haare oder auch die Zellwand dar,
welche die Invasion der Erreger verhindern. Eine wichtige Rahmenbedingung fur das
Immunsystem der Pflanze in der Verteidigung gegen Pathogene ist die Basalabwehr
(NUrnberger et al., 2004). Desweiteren stehen induzierbare Abwehrmechanismen zur

Verfligung.

Eine induzierbare Abwehrreaktion ist die sogenannte PAMP-triggered immunity (PTI). Dabei
werden PAMP (pathogen-associated molecular patterns), MAMP (microbe-associated
molecular patterns) oder DAMP (damage associated molecular patterns) von
extrazellularen Rezeptoren der Pflanzenzelle erkannt (Nurnberger et al., 2004; Nurnberger
& Kemmerling, 2006; Bittel & Robatzek, 2007). PAMP sind konservierte Strukturen der
Pathogene wie zum Beispiel Lipopolysaccharide (LPS), Glukane oder der Elongationsfaktor
EF-Tu (Postel & Kemmerling, 2009; Zipfel, 2009). Der bekannteste Vertreter der PAMP ist
flg22, ein sehr gut untersuchtes, 22 Aminosauren (As) groBes Peptid aus dem Flagellin des
Flagellums (Zipfel & Felix, 2005). Strukturen einiger bakterieller Flagellae werden von der
Pflanze als fremd erkannt (Gomez-Gémez & Boller, 2002) und von der Rezeptorkinase FLS2
perzipiert (Zipfel & Felix, 2005). FLS2 besteht aus einer extrazellularen
Ligandenbindedomane mit Leucin-reichen Wiederholungen (leucin rich repeat, LRR), einer
Transmembrandomane und einer zytoplasmatischen Kinasedomane (Bittel & Robatzek,
2007). In fls2 mutierte Arabidopsis thaliana sind empfindlicher gegeniiber der Exposition
mit flg22 oder P. syringae pv. tomato DC3000 (Zipfel et al., 2004; Sun et al., 2006).

Wurde durch die Pflanzenzelle ein Signal perzipiert, wird dieses Uber verschiedene

Mechanismen weitergeleitet. Dies kann uber die Bildung von Stickstoffmonoxid, reaktiven
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Oxigenspezies (ROS), Salizylsaure (SA) oder Ethylen, aber auch Uber Kalziumfluxe
geschehen (Greenberg, 1997; Fritig et al., 1998; Nurnberger & Scheel, 2001; Bittel &
Robatzek, 2007). Die am haufigsten vorkommenden Signhalweiterleitungen sind allerdings
von MAPK (Mitogen-aktivierte  Proteinkinase)-Signalkaskaden  und/oder = WRKY-
Transkriptionsfaktoren abhangig (Greenberg et al., 1994; Eulgem et al., 1999; Nurnberger
& Scheel, 2001; Zhang & Klessig, 2001; Asai et al., 2002; Eulgem & Somssich, 2007).

In der Konsequenz wird die Transkription zahlreicher Gene induziert, zu denen zum Beispiel
PR (pathogenesis related)-Gene gehoren. Dies fuhrt zur Synthese antimikrobieller
Substanzen wie PR-Proteinen oder Phytoalexinen sowie verschiedenen
Sekundarmetaboliten wie beispielweise VOC (volatile organic compounds) oder SDC
(sulfur-containing defence compounds) (Croft et al., 1993; Dangl & Jones, 2001; Conrath
et al., 2002; Kruse et al., 2006). Die Einlagerung von Lignin, Kallose und/oder Suberin und
die damit verbundene Verdickung der Zellwande minimiert die Demission von Wasser und
Nahrstoffen (Bowles, 1990; Hammond-Kosack & Jones, 1996; Dangl & Jones, 2001; Boerjan
et al., 2003; Flors et al., 2005; Bhuiyan et al., 2009).

Um eine Pflanze erfolgreich zu besiedeln, muss ein Pathogen die Basalabwehr umgehen
oder supprimieren. Da Wildtyp-Bakterien Virulenz zeigen, T3SS-Mutanten jedoch die
Basalabwehr induzieren, wurde spekuliert, dass Typ-lll-Effektoren in der Lage sind, die
Basalabwehr zu unterdriicken (Jakobek et al., 1993; Brown et al., 1995; Nomura et al.,
2005; He et al., 2007). Dies konnte fur einige Typ-lll-Effektoren experimentell belegt
werden. Der Effektor HopM1 aus P syringae hat einen negativen Einfluss auf die
Kalloseeinlagerung in die Zellwande von A. thaliana- und Solanum lycopersicon-Zellen und
spielt somit eine Rolle bei der Virulenz von P. syringae (DebRoy et al., 2004; Badel et al.,
2006). Der Mechanismus, dem dieser Effekt unterliegt, ist bisher unbekannt, jedoch
interagiert HopM1 mit dem G-Protein AtMIN7. Dieses ist eine Schlisselkomponente der
Signaltransduktion, und es wird vermutet, dass HopM1 einen Proteasom-abhangigen Abbau
von AtMIN7 verursacht (Nomura et al., 2006). AvrE1 vermindert ebenfalls die
Kalloseeinlagerung, reduziert aber auch die Salizylsaureproduktion, wozu auch HopM1 in
der Lage ist (DebRoy et al., 2004). Es konnte auch gezeigt werden, dass der Effektor AvrPto
mit miRNAs aus A. thaliana interferiert und so zur Suppression der Basalabwehr beitragt
(Navarro et al., 2008b).

Andere Effektoren sind in die Regulation der MAPK involviert (Hauck et al., 2003; Kim et
al., 2005; de Torres et al., 2006; Hann & Rathjen, 2007; Zhang et al., 2007). Die durch

einen avirulenten P syringae-Stamm induzierte Abwehrreaktion von Nicotiana
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benthamiana kann durch den Typ-lll-Effektor HopAO1 supprimiert werden (Bretz et al.,
2003; Espinosa et al., 2003). Dieser besitzt Tyrosin-Phosphatase-Aktivitat, die
moglicherweise dafir verantwortlich ist, dass die MAPK-Sighalkaskade behindert wird.
Hinweise darauf gibt die Fahigkeit von HopAO1, die durch konstitutiv exprimierte MAPK
induzierte HR zu supprimieren (Espinosa et al., 2003). Auch HopAl1, eine Phosphothreonin-
Lyase interferiert mit der MAPK-Signalkaskade, indem er eine MAPK-Kinase irreversibel
dephosphoryliert, was zur Reduktion der PAMP-induzierten Genexpression fuhrt (Li et al.,
2007).

Drei Effektoren der AvrBs3-Familie aus Xanthomonas, AvrXa7, AvrXa1l0 und Apl1,

supprimieren ebenfalls die Basalabwehr (Fujikawa et al., 2006).

1.2.3 Effektoren als Induktoren der spezifischen pflanzlichen Abwehr

Um trotz der Suppression der Basalabwehr durch Effektoren erfolgreich gegen die
Besiedlung durch Bakterien vorgehen zu konnen, haben Pflanzen die effector triggered
immunity (ETI) evolviert. Dabei tragen Resistenz (R)-Gene dazu bei, einzelne Effektoren

spezifisch zu erkennen (Abb. 1.2).

Essentiell fur die Erforschung von Resistenzgenen war eine Beobachtung von R.H. Biffen im
Jahr 1905: Die Resistenz von Weizen gegen Weizenrost wird stabil monogen vererbt. Auf
Grund dieser Erkenntnis wurde die Gen-fir-Gen-Hypothese aufgestellt, die besagt, dass zu
jedem Avirulenzgen (avr) des Pathogens ein entsprechendes R-Gen in der Pflanze existiert
(Flor, 1955 & 1971). Das Vorliegen von avr- und R-Gen fuhrt zu einer durch eine
Resistenzantwort bedingten inkompatiblen Wirt-Pathogen-Interaktion, welche haufig eine
HR induziert. Die Abwesenheit einer der beiden Komponenten fuhrt zu einer kompatiblen

Interaktion und damit zur Auslosung von Krankheitssymptomen.
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Abb. 1.2: Rolle von PAMPs und Effektoren in Zusammenhang mit der Abwehreaktion von Pflanzen.

PAMPs losen die Basalabwehr aus, die durch Effektoren supprimiert werden kann. Diese konnen durch
korrespondierende R-Gene erkannt werden, wodurch die HR ausgelost wird. Diese kann wiederum durch
weitere Effektoren supprimiert werden, deren Erkennung erneut zur Induktion der HR fihrt. PTl, PAMP-triggerd
immunity; ETS, effector-triggered susceptibility; ETI, effector-triggered immunity. Abbildung nach Jones &
Dangl, 2006.

Mittlerweile weiss man, dass bakterielle avr-Gene fur Typ-lll-Effektoren kodieren. Obwohl
seit der Aufstellung der Gen-fiir-Gen-Hypothese zahlreiche direkte avr- und R-Gen-Paare
isoliert wurden (Mindrinos et al., 1994; Salmeron et al., 1996; Tai et al., 1999; Schornack
et al., 2004; Romer et al., 2007), sind nicht alle Interferenzen von Effektoren und R-Genen
mit dieser Hypothese erklarbar. Daher wurden drei grundsatzliche Modelle fur die
Interaktion zwischen Effektoren und R-Genen/R-Proteinen aufgestellt: das Rezeptor-

Ligand-Modell, das guard-Modell und das decoy-Modell.

Bei dem Rezeptor-Ligand-Modell wird davon ausgegangen, dass Effektor und R-Protein
direkt miteinander interagieren. Beispielsweise wird durch die Interaktion des R.
solanacearum-Effektors PopP2 mit RRS1-R aus A. thaliana eine Resistenzreaktion ausgelost
(Deslandes et al., 2003). Die Beobachtung, dass die Resistenzreaktion, die durch AvrPto aus
P syringae in S. lycopersicon ausgelost wird, von Pto und Prf abhangig ist, fuhrte zum
guard-Modell (Van der Biezen & Jones, 1998). Das Zielprotein eines Effektors (guardee)

wird nach dieser Hypothese von einem guard uberwacht. Eine Veranderung des guardees
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oder ein Effekt dieser Veranderung wird von dem guard registriert, wodurch die HR
induziert wird. Beispielsweise phosphorylieren mindestens zwei verschiedene Effektoren
(AvrB1 und AvrRpm1) aus P. syringae RIN4 (guardee) aus A. thaliana, was zur Induktion der
HR durch das guard RPM1 fiihrt (Mackey et al., 2002; Lindeberg et al., 2005; DeYoung &
Innes, 2006; Chung et al., 2011). Das decoy-Modell beschreibt eine Falle oder ein
Tauschziel fur einen Effektor (van der Hoorn & Kamoun, 2008). Dieser interagiert mit
seinem pflanzlichen Ziel, was in suszeptiblen Pflanzen folgenlos bleibt, in resistenten
Pflanzen jedoch zur Induktion einer HR fuhrt. Der Xcv-Effektor AvrBs3 bindet in der
Wirtszelle an spezifische Promotoren (UPA-Box) und aktiviert die Transkription von UPA-
Genen, bei denen es sich um Virulenzgene handelt (Marois et al., 2002; Kay et al., 2007).
In resistenten Pflanzen aktiviert AvrBs3 die Transkription des R-Gens Bs3 und leitet so die

HR ein (Romer et al., 2007). In diesem Fall ist Bs3 das decoy.

1.2.4 Effektoren als Suppressoren der spezifischen pflanzlichen Abwehr

Die Umgehung der spezifischen Abwehr durch Pflanzen ist fur Pathogene essentiell, um ihre
Vermehrung zu gewahrleisten. Zu diesem Zweck haben verschiedene pflanzenpathogene
Bakterien Effektoren evolviert, die die durch Avr-Proteine induzierte pflanzliche Abwehr
supprimieren konnen (Abramovitch et al., 2003; Axtell et al., 2003; Bretz et al., 2003;
Espinosa et al., 2003; Mackey et al., 2003; Jamir et al., 2004; Lopez-Solanilla et al.,
2004).

HopAB2 aus P syringae pv. tomato lOost in resistenten Tomaten eine vom R-Gen Pto
abhangige HR aus. In pto-Pflanzen hingegen wird durch das HopAB2-Wildtyp-Protein keine
HR ausgelost. Fehlt dem Protein die C-terminale Region, so wird in pto-Pflanzen eine vom
R-Gen Rsb abhangige HR ausgelost. Daraus wurde geschlussfolgert, dass der C-terminale
Bereich von HopAB2 die Rsb-abhangige, jedoch nicht die Pto-abhangige HR supprimieren
kann (Abramovitch et al., 2003; Abramovitch et al., 2006). Bei der Untersuchung der
Struktur des C-terminalen Bereichs von HopAB2 wurden Similaritaten zu Ubiquitin-E3-

Ligasen festgestellt (Janjusevic et al., 2006).

Der Effektor XopB aus Xanthomonas supprimiert verschiedene durch Typ-lll-Effektoren

induzierte Zelltodreaktionen (Schulze et al., 2012).

Im Laufe der Evolution entwickelte sich ein regelrechter Wettkampf zwischen Wirt und
Pathogen. Dabei wurden in Pflanzen immer neue Abwehrmechanismen evolviert, woraufhin

Bakterien Strategien entwickelten, die Abwehr zu umgehen (Abb. 1.2).
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1.3 Die Gattung Xanthomonas

Bei Xanthomonas handelt es sich um eine Gattung Gram-negativer Bakterien aus der
Familie der Xanthomonadaceae. Der Name leitet sich von den griechischen Wortern
xanthos (gelb) und monas (Monade, Einzeller) ab. Die oxidativ aerob wachsenden Bakterien
mit meist monotricher, polarer BegeiBelung zeichnen sich durch ihre typische Gelbfarbung
aus. Diese ist auf Xanthomonadin-Pigmente zuriickzufiihren, bei denen es sich um
Membran-gebundene, bromierte Arylpolyene handelt (Stephens & Starr, 1963; Starr, 1981).
Ein weiteres Merkmal vieler Xanthomonas spp. ist die Exkretion von Xanthan, welches
industriell genutzt wird um beispielsweise die Viskositat verschiedener Losungen zu

erhohen.

Abhangig von ihren Wirtspflanzen, auf oder in denen sie leben, werden diese biotrophen
Pathogene in verschiedene Pathovare (pv.) klassifiziert. X. campestris pv. campestris ist z.
B. der Erreger der Aderschwarze bei allen Kulturformen von Kohlarten. X. axonopodis pv.
citri verursacht den Zitruskrebs bei Zitruspflanzen. Der Befall von Reispflanzen durch X.
oryzae pv. oryzae fuhrt zu Weilblattrigkeit (Williams, 1980; Mew, 1987; Stall & Civerolo,
1991).

1.3.1 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Bei dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Pathogen handelt es sich um Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye (Xcv), das auf Capsicum annuum (Paprika) und
Solanum lycopersicon (Tomate) die bakterielle Fleckenkrankheit hervorruft (Abb. 1.3).
Weitere Bezeichnungen flir Xcv sind X. axonopodis pv. vesicatoria oder X. euvesicatoria.
Die Folgen des Befalls mit Xcv verursacht in den meist feuchtwarmen Anbaugebieten der
Pflanzen betrachtliche Ernteausfalle (Jones et al., 1998; Jones et al., 2004; Agrios, 2005).
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OT.A. Zitter

D Abb. 1.3: Xanthomonas campestris
pVv. vesicatoria ist der Erreger der
bakteriellen Fleckenkrankheit bei
Paprika und Tomate.

Symptome der bakteriellen
Fleckenkrankheit auf Fruchten und
Blattern von Paprika (A und B) und
Tomate (C und D).
Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme von in Xanthan
eingebetteten Xcv im Apoplasten eines
Paprikablattes (E).

Bildquellen: Clemson University, USDA
Cooperative Extension Slide series
images, www.forestryimages.org (A-D);
G. Hause und D. Giirlebeck,
Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg (E)

Die Verbreitung von Xcv erfolgt Uber Regen und Wind. Die Bakterien dringen iber
natiirliche Offnungen, wie Stomata oder Verwundungen, in den Apoplasten der Pflanze ein
(Jones, 1991). Dort vermehren sie sich lokal und l6sen Krankheitssymptome in Form von
wassrigen Lasionen aus, welche zu spateren Zeitpunkten nekrotisch werden (Abb. 1.3). Vor
einigen Jahren wurde das Genom des Xcv-Stamms 85-10 sequenziert (Thieme et al., 2005),

der in der Abteilung Bonas als Modellstamm dient.

1.4 Typ-lll-Effektoren von Xcv

Die ersten Effektoren aus Xcv wurden auf Grund der von ihnen ausgelosten HR in Paprika
und Tomate identifiziert und daher als Avr-Proteine bezeichnet (Swanson et al., 1988;
Whalen et al., 1988; Bonas et al., 1989; Kearney & Staskawicz, 1990; Minsavage et al.,
1990; Canteros et al., 1991; Bonas et al., 1993; Van den Ackerveken et al., 1996; Astua-
Monge et al., 2000a). Durch Erlangung der Kenntnis lber die Existenz des Typ-lll-
Sekretionssystems konnte festgestellt werden, dass es sich bei Avr-Proteinen aus Xcv um
Typ-lll-abhangig sekretierte Proteine handelt (Rossier et al., 1999). Durch cDNA-AFLP-

Analysen,  Transposon-Typ-lll-Effektor-Reporterfusionen und die bioinformatische

13
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Untersuchung der Sequenz des Xcv 85-10-Genoms wurden weitere Effektoren identifiziert,

welche als Xop bezeichnet werden (Noé€l et al., 2001; Roden et al., 2004b). Zusatzlich gibt

es Effektorkandidaten, die durch die Auswertung der Genomsequenz vorhergesagt wurden

(Thieme et al., 2005). Insgesamt sind bisher etwa 30 Effektoren oder Effektorkandidaten

aus verschiedenen Isolaten bekannt (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Typ-lli-Effektoren aus Xcv und ihre (potenzielle) biologische Funktion.

Effektor Eigenschaft/Funktion Homologe Referenz
AvrBs1 unbekannt AvrA! Ronald & Staskawicz,
1988; O'Garro et al.,
1997; Escolar et al.,
2001
AvrBs2 Glyzerophosphoryl-  UgpQ? Swords et al., 1996;
Diesterase; Kearney &
Steigerung Wachstum Staskawicz, 1990;
& Virulenz Mudgett et al., 2000
AvrBs3 Transkriptionsfaktor  TAL Bonas et al., 1989;
Kay et al., 2007
AvrBs4 Transkriptionsfaktor ~ TAL/AvrBs33 Bonas et al., 1993;
Gurlebeck et al.,
2009
AvrBsT Protease/Acetyl- YopJ+ Minsavage et al.,
transferase 1990; Ciesiolka et
al., 1999; Escolar et
al., 2001; Szczesny
et al., 2010
AvrRxv Protease/Acetyl- YopJ4 Whalen et al., 1993;
transferase Ciesiolka et al.,
1999; Whalen et al.,
2008
AvrXv3 unbekannt HopAF1? Astua-Monge et al.,

2000a
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Effektor Eigenschaft/Funktion Homologe Referenz

AvrXv4 Protease/Acetyl- YopJ+ Astua-Monge et al.,
transferase 2000b; Roden et al.,

2004a

XopB Suppression HopD1? Noél et al., 2001;
verschiedener HR Schulze et al., 2012

XopC HAD-like Hydrolase; Noél et al., 2003
Phosphoribosyl-
transferase

XopD SUMO Ulp1° Noél et al., 2002;
Cysteinprotease; Hotson et al., 2003;
EAR-Motiv Kim et al., 2008

XopE1 putative HopX! Thieme et al., 2007
Transglutaminase; N-
Myristoylierung

XopE2 putative HopX! Thieme et al., 2007
Transglutaminase; N-
Myristoylierung

XopF1 unbekannt Hpa4 Roden et al., 2004b

XopF2 unbekannt Roden et al., 2004b

XopG Peptidase, M27- HopH! Thieme et al., 2007
Familie (Clostridium-
Toxin)

XopH putative Tyrosin- HopAO1? Thieme et al., 2007
Phosphatase

Xopl F-Box-Protein Frank Thieme, 2006

XopJ Cysteinprotease/ YopJ4 Noél et al., 2003;
Acetyltransferase, N- Thieme et al., 2007
Myristoylierung

XopK unbekannt unpubliziert
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Effektor Eigenschaft/Funktion Homologe Referenz

XopL LRR-Protein PopC® Schulze et al., 2012

XopM unbekannt HpaH Schulze et al., 2012

XopN ARM/HEAT-Repeat HopAU11 Roden et al., 2004b

XopO unbekannt HopK11 Roden et al., 2004b

XopP unbekannt Hik Roden et al., 2004b

XopQ putative Inosin- HopQ1! Noél et al., 2001;
Uridin-Nukleosid-N- Roden et al., 2004b
Ribohydrolase

XopR unbekannt Schulze et al., 2012

XopS Steigerung der Schulze et al., 2012
Virulenz

XopX Suppression von HopAE1" Metz et al., 2005
Abwehr in N.
benthamiana

HpaA Regulation von Typ- Huguet et al., 1998;
I1l-Sekretion Lorenz et al., 2008

Ecf early chlorosis factor HopAE1! Morales et al., 2005

1, P. syringae; 2, E. coli; 3, X. campestris; 4, Yersinia spp.; 5, Saccharomyces cerrevisiae; 6, Ralstonia; TAL,
transcription activator-like

In ECW-10R-Pflanzen (Capsicum annuum cv. ,Early Californian Wonder®) wird AvrBs1
erkannt und lost eine markante HR aus, welche unter Feldbedingungen nicht sichtbar ist.
Werden die Xcv jedoch mit hohen Bakteriendichten (> 107 cfu/ml) inokuliert, ist die
Auspragung der HR bereits nach 24 h deutlich zu erkennen. avrBs1 war das erste Typ-lllI-
Effektorgen, das kloniert wurde (Swanson et al., 1988). Das korrespondierende R-Gen (Bs1)
konnte bisher nicht isoliert werden. avrBs1 liegt auf dem konjugativen Plasmid pXvCul und
konnte in verschiedenen Xcv-Stammen wie dem Tomatenpathogen 75-3 und dem
Paprikapathogen 85-10 nachgewiesen werden (Ronald & Staskawicz, 1988; Swanson et al.,
1988; Escolar et al., 2001; Thieme et al., 2005).

Ein weiterer Typ-lll-Effektor aus Xcv ist AvrBs2, welcher als einer der Hauptvirulenzfaktoren
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gilt, da er einen Effekt auf die Virulenz von Xcv in Paprika hat (Kearney & Staskawicz,
1990; Wichman & Bergelson, 2004). Durch die reduzierte Virulenz von avrBs2-
Deletionsderivaten von Xcv konnen die Effekte von AvrBs3 und AvrBs4 beobachtet werden
(Wichman & Bergelson, 2004). Bei diesen beiden Typ-lll-Effektoren handelt es sich um zu

97 % identische Proteine.

Bei AvrBs3 handelt es sich um den am umfangreichsten charakterisierten Effektor aus Xcv.
AvrBs3 besitzt ein Kernlokalisierungssignal und eine saure Aktivierungsdomane, welche
typische Eigenschaften von eukaryotischen Transkriptionsfaktoren sind. Die durch AvrBs3
vermittelte Aktivierung von UPA-Genen (upregulated by AvrBs3), insbesondere von UPAZ20,
fuhrt zu Hypertrophie, also einer VergroBerung von Mesophyllzellen in suszeptiblen
Pflanzen (Marois et al., 2002; Kay et al., 2007; Girlebeck et al., 2009). AvrBs3 und andere
TAL (transcription activator like)-Effektoren aktivieren die Transkription durch die direkte,
sehr spezifische Bindung zwischen der pflanzlichen Promotorsequenz und den
hypervariablen As innerhalb der fast identischen Repeats des TAL-Effektors (Kay et al.,
2007; Boch et al., 2009). Inzwischen werden TAL-Effektoren auch technisch genutzt, um
zum Beispiel Genommanipulationen auch zur Therapie verschiedener Erkrankungen zu
etablieren (Cermak et al., 2011; Sun et al.; 2012).

XopB und XopS sind ebenfalls Typ-llI-Effektoren aus Xcv, welche bei der Virulenz von Xcv
mitwirken und die Basalabwehr supprimieren (Schulze et al., 2012). Fir beide wurde
gezeigt, dass sie die Expression von NHL10 (NDR1/HIN1-LIKE 10) signifikant reduzieren
(Schulze et al., 2012). Weiterhin induziert XopS eine schwache Nekrose in Blattern von
Paprika ECW-Pflanzen, XopB jedoch eine Zelltodreaktion in Blattern von Nicotiana
benthamiana, welche keine Wirtspflanze fur Xcv ist (Salomon et al., 2011; Schulze et al.,
2012). XopB ist auBerdem ein Suppressor von Zelltodreaktionen, welche durch XopG in
Paprika ECW bzw. N. tabacum und durch AvrBsT, AvrRxv oder XopJ in N. benthamiana

ausgelost werden (Schulze et al., 2012).

Das Effektorprotein XopD ist fur das Wachstum von Xcv in der Wirtspflanze Tomate wichtig
und besitzt eine N-terminale DNA-Bindedomane, zwei ethylen-responsive element binding
factor-associated amphiphilic repression (EAR)-Transkriptionsrepressionsmotive und eine
small ubiquitin-related modifier (SUMO)-Protease im C-terminalen Bereich (Ohta et al.,
2001; Hotson et al., 2003; Chosed et al., 2007; Kim et al., 2008). In spateren Phasen der
Infektion von Tomate mit Xcv fungiert XopD als Transkriptionsrepressor, was zur

Suppression der PTI sowie der Seneszenz-ahnlichen Prozesse fuhrt (Kim et al., 2008).
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1.4.1 Der Typ-lll-Effektor XopC aus Xcv

Das Typ-lll-Effektorgen xopC (2505 bp) wird mit dem T3SS koreguliert und HrpG- und HrpX-
abhangig exprimiert. Die Translokation des ca. 92 kDa groBen XopC-Proteins konnte gezeigt
werden (Blttner et al., 2006), so dass XopC in die Klasse B-Effektoren, also hpaB-
unabhangig, eingeordnet werden muss. Fur xopC-Deletionsderivate von Xcv konnten bisher
weder veranderte Pflanzenphanotypen noch ein verandertes Wachstumsverhalten in
suszeptiblen Paprikapflanzen verglichen mit dem Wildtyp nachgewiesen werden (Noél et
al., 2003).

Im Xcv-Genom tragt xopC die Nummer XCV2435 (nt 2765069 - 2767573 des Chromosoms)
und ist auf dem Minus-Strang kodiert. Stromaufwarts von xopC befindet sich eine PIP-BOX
(nt 2767764 - 2767827). xopC wird beiderseits von IS-Elementen flankiert, welche sich auf

dem Plus-Strang befinden.

1.5 Zielstellung

Zu Beginn dieser Arbeit galt XopC aus Xcv als einzigartig, woraus auf eine mogliche
Bedeutung fur die Wirtsspezifitat von Xcv geschlossen wurde. Desweiteren konnte es
moglich sein, durch XopC pflanzliche Ziele zu finden, die bei der Analyse anderer
Effektoren verborgen bleiben wirden. Daher war die Zielstellung dieser Arbeit, die
molekulare und funktionelle Untersuchung von XopC in Zusammenhang mit der Virulenz
von Xcv, sowie die Identifizierung und Charakterisierung pflanzlicher Interaktionspartner
von XopC. Zu diesem Zweck sollte ein XopC-Derivat mit einer Mutation einer fur die
vorhergesagte HAD (haloacid dehalogenase)-like Hydrolase-Domane essentiellen
Aminosaure erstellt werden. Zudem sollte die subzellulare Lokalisierung von XopC
analysiert werden, um Hinweise auf die mogliche Funktion des Effektors zu erhalten. Des
Weiteren sollte eine Hefe-Di-Hybrid-Sichtung Capsicum annuum-cDNA-Bibliothek

durchgefuhrt werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Verwendete Bakterienstamme, Hefestamme, Plasmide und Oligonukleotide

In der vorliegenden Arbeit wurden die in den Tabellen 2.1 bis 2.6 angegebenen Bakterien-

und Hefestamme sowie Plasmide und Oligonukleotide verwendet.

Escherichia coli (E. coli) wurden bei 37°C in Lysogeny-Broth (LB) Medium (Miller, 1972)
oder Minimalmedium (M9, Sambrook et al., 1989) kultiviert. Fuir Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xcv) wurde Vollmedium (Nutrient-Yeast-Glycerol, NYG, Daniels et al.,
1984) oder Minimalmedium (MA) verwendet (Ausubel et al., 1996). Agrobacterium
tumefaciens wurde in YEB (Yeast Extract Broth)-Medium angezogen. Saccharomyces
cerevisiae wurde in Vollmedium YPDA oder Minimalmedium SD angezogen (Yeast Protocol

Handbook, Clontech). Xcv und Agrobakterien wurden bei 30°C angezogen.

Antibiotika wurden (sofern nicht anders angegeben) den Medien in folgenden
Konzentrationen zugefiigt: Ampicillin (Ap) 100 pg/ml; Kanamycin (Km) 50 pg/ml;
Gentamycin (Gm) 15 pg/ml; Hygromycin (Hm) 50 pg/ml; Rifampicin (Rm) 100 pg/ml;
Spectinomycin (Spec) 100 pg/ml.

Die Transformation von E. coli mit Plasmiden erfolgte durch chemische Transformation oder
Elektroporation (Sambrook et al., 1989). In Xcv wurden Plasmide mittels triparentaler
Konjugation unter Verwendung des Helferplasmids pRK2013 eingefiihrt (Figurski & Helinski,
1979). Die Transformation von Agrobacterium tumefaciens erfolgte mittels

Elektroporation.

Tabelle 2.1: Verwendetet E. coli-Stamme.

Stamm Eigenschaften/Genotyp/Anwendung Referenz

TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15  Invitrogen GmbH,
AlacX74 recA1araD139 A(ara leu) 7697 galU Karlsruhe, Deutschland
galK rpsL (StrR) endA1 nupG

Amplifikation aller pENTR/D-Konstrukte,
pJET1.2/blunt-Kontrukte und pUC57-

Konstrukte
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Stamm Eigenschaften/Genotyp/Anwendung

Referenz

BL21 (DE3) F- ompT hsdSB(rB-, mB-) gal dcm (DE3)

BL21(DE3) Expression von AvrBs3
pDEST17_avrbs
3-356

BL21(DE3) Expression von XopCopsosa
pDEST17_xopC

D693A

HMS174 (DE3)  F- recA1 hsdR(rK12- mK12+) (DE3) (Rif R)

NK3 AtrpE5 leu-6 thi rbs+ hsdR hsdM+ cysK- cysM-

NK3 Negativkontrolle fur OAS-TL-in vivo-Aktivitat
pET28a_AtSAT
5

NK3 Positivkontrolle fiir OAS-TL-in vivo-Aktivitat
pET3d_AtOAS-
TLA

NK3 OAS-TL-in vivo-Aktivitatsstudien
pET3d_CaOAS-
TL

Rosetta (DE3) F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dcm A(DE3)

pLysS pLysSRARE (CamR)

Rosetta (DE3) Expression von XopC

pLysS

pDEST17_xopC

DH5a (Apir) recA hsdR17 (rK- mK+) ¢80d lacZAM15 [Apir];

Klonierung von pOK-Derivaten

DH5a (Apir) Generierung eines Kontrukts zur Deletion von
pOK_dC(lF+rF) xopC in Xcv

Stratagene, Heidelberg,
Deutschland

diese Arbeit

diese Arbeit

Merck4Bioscciences,
Nottingham, UK

Hulanicka et al., 1986

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Novagen, Darmstadt,
Deutschland

diese Arbeit

Ménard et al., 1993

diese Arbeit
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Stamm Eigenschaften/Genotyp/Anwendung

Referenz

HB101 Helferstamm fur die Konjugation;

(PRK2013) enthalt Plasmid mit tra-Funktion

DB3.1 F- @80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1l
endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA supE44 A- thi-1 Karlsruhe, Deutschland

gyrA96 relA1; Quelle von pGWB6,
pK7FWG2, pK7TWGF2, pGADT7,
pGWB20, pGWB14, pGBST7, jeweils

Leervektoren)

Boyer und Roulland-
Dussoix, 1969

Invitrogen GmbH,

Tabelle 2.2: Verwendete A. tumefaciens-Stamme.

Stamm

Eigenschaften/Anwendung

Referenz

GV3101

GV3101 pGWB17

GV3101 pGWB18

GV3101
pGWB17_xopC

GV3101
pGWB18_xopC

GV3101
pGWB14_xopC

GV3101
pGWB20_xopC

GV3101
pGWB14_Caoas-tl

GV3101
pGWB20_Caoas-tl

Gmr, Rpr
Kontrollstamm flr transiente Expression

von XopC in planta

Kontrollstamm flr transiente Expression

von XopC in planta

transiente Expression von XopC in planta

transiente Expression von XopC in planta

Koimmunoprazipitationsstudien

Koimmunoprazipitationsstudien

Koimmunoprazipitationsstudien

Koimmunoprazipitationsstudien

Van Larebeke et al.,

1974

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Stamm Eigenschaften/Anwendung Referenz
GV3101 pK7 Lokalisierungsstudien von XopC diese Arbeit
WGF2_xopC

GV3101 pK7 Lokalisierungsstudien von XopC diese Arbeit
FWG2_xopC

GV3101 pK7 Lokalisierungsstudien von CaOAS-TL diese Arbeit
WGF2_Caoas-tl

GV3101 pK7 Lokalisierungsstudien von CaOAS-TL diese Arbeit
FWG2_Caoas-tl

GV3101 BiFC-Studien diese Arbeit
pSPYNE_xopC

GV3101 BiFC-Studien diese Arbeit
pSPYNE_Caoas-tl

GV3101 BiFC-Studien diese Arbeit
pSPYNE_laminC

GV3101 BiFC-Studien diese Arbeit
pGWB735.1_xopC

GV3101 BiFC-Studien diese Arbeit
pGWB735.1_Caoas-tl

GV3101 BiFC-Studien diese Arbeit
pGWB735.1_laminC

GV3101 VIGS diese Arbeit
pYL279Amp_Caoas-tl

GV3101 VIGS diese Arbeit
pYL279Amp_gfp
Tabelle 2.3: Verwendete Xcv-Stamme.

Stamm Eigenschaften Referenz

85-10 avrBs1; Rpr Bonas et al., 1989
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Stamm

Eigenschaften

Referenz

85-10Ax0opCi-s41

Derivat von 85-10, Deletion von der nt 1-541

Diplomarbeit J. Gabler,

von xopC 2002
85-10AhrcN Derivat von 85-10, Deletion von hrcN Dissertation C. Lorenz,
2009
85-10AxopC Derivat von 85-10, Deletion von der nt 1-2505 diese Arbeit
von xopC
85-10AxopC Derivat von AxopC, xopC reintegriert Uber diese Arbeit
(xopC) pLAND
85-10AxopC Derivat von AxopC, xopCpsszs integriert uber  diese Arbeit
(XOPCD693A) pLAND
Tabelle 2.4: Verwendete S. cerivisiae-Stamme.
Stamm Eigenschaften Referenz
AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- Clontech
200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1yas-GAL17a7a-
HIS3, MEL1, GAL2uas-GAL2741a-ADE2,
URA3::MEL1uas-MEL11a1a-lacZ
Y148 MATalpha, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1- Clontech
901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80-538,
LYS2::GAL1uas-GAL 11ama-lacZ, MEL1
Tabelle 2.5: Verwendete Plasmide.
Plasmid Eigenschaften/Anwendung Referenz
pRK2013 TraRK2+ ; Mob+ ; ColE1-Replicon; Kmr Figurski & Helinski, 1979

pENTR/D-TOPO

pENTR/D_xopC

"Entry"-Vektor flir GATEWAY®-Klonierungen;

attL-Rekombinationssequenzen; Kmr

Ausgangsvektor flir GATEWAY®-

Klonierungen von xopC

Invitrogen GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Daniela
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Plasmid Eigenschaften/Anwendung Referenz

pENTR/D_oas-tl Ausgangsvektor flir GATEWAY®- diese Arbeit
Klonierungen von CaOAS-TL

pPENTR/D_laminC  Ausgangsvektor fiir GATEWAY®- diese Arbeit

pENTR/D_avrbs3-
356

pK7TFWG2

pK7FWG2_xopC
pK7FWG2_oas-tl
pK7WGF2

pK7WGF2
pK7WGF2
PGWB14

pGWB14_xopC
pGWB14_oas-t(
pGWB20

pGWB20_xopC
pGWB20_oas-tl
pGWB17

pGWB17_xopC
pGWB18

Klonierungen von avrBs3

Ausgangsvektor fiir GATEWAY®-

Klonierungen von laminC

35S-Promotor; C-terminale Fusion von
eGFP; attR-Rekombinationssequenzen;

Spec’
Lokalisierungsstudien von XopC
Lokalisierungsstudien von CaOAS-TL

35S5-Promotor; N-terminale Fusion von
eGFP; attR-Rekombinationssequenzen;

Specr
Lokalisierungsstudien von XopC
Lokalisierungsstudien von CaOAS-TL

attR-Rekombinationssequenzen; C-

terminale 3 x HA-Fusion; Kmr; Hmr
Koimmunoprazipitationsstudien
Koimmunoprazipitationsstudien

attR-Rekombinationssequenzen; C-

terminale 10 x c-Myc-Fusion; Kmr; Hmr
Koimmunoprazipitationsstudien
Koimmunoprazipitationsstudien

attR-Rekombinationssequenzen; C-

terminale 4 x c-Myc-Fusion; Kmr; Hmr
transiente Expression von XopC in planta

attR-Rekombinationssequenzen; N-

Doreen Giirlebeck

Karimi et al., 2002

diese Arbeit
diese Arbeit

Karimi et al., 2002

diese Arbeit
diese Arbeit

Nakagawa et al., 2007

diese Arbeit
diese Arbeit

Nakagawa et al., 2007

diese Arbeit
diese Arbeit

Nakagawa et al., 2007

diese Arbeit

Nakagawa et al., 2007
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Plasmid Eigenschaften/Anwendung Referenz
terminale 4 x c-Myc-Fusion; Kmr; Hmr
pGWB18_xopC transiente Expression von XopC in planta  diese Arbeit

PGWB14

pGWB20

pJET1.2/blunt
pJET1.2/blunt_LF

pJET1.2/blunt_rF

pOK1
pOK1_dC(lF+rF)

pET28a
pET28a_AtSATS

pET3d
pET3d_AtOAS-TL

PET3d_CaOAS-TL

pDEST17

pDEST17_avrbs3-
356

pDEST17_xopC
pDEST1 7_XOpCDa93A
pGBST7

attR-Rekombinationssequenzen; C-

terminale HA-Fusion; Km"; Hmr

attR-Rekombinationssequenzen; C-

terminale c-Myc-Fusion; Kmr; Hmr
Ap’
linkes Fragment zur Deletion von xopC in

Xcv, BamHI/Hindlll

rechtes Fragment zur Deletion von xopC in
Xcv, Hindlll/Xbal

sacB sacQ mobRK2 oriR6K; Specr

Fusion von rechtem und linkem Fragment

zur Deletion von xopC in Xcv, BamHI/Xbal
Kmr

Expression von AtSAT5

Ampr

Expression von AtOAS-TLA

Expression von CaOAS-TL, klassische

Klonierung Ncol/BamHI
GATEWAY®-Destinationsvektor; Ampr

Expression von AvrBs3 in E. coli

Expression von XopC in E. coli
Expression von XopCpeesA in E. coli

Y2H-Kodervektor; Derivat von pGBKT7

Nakagawa et al., 2007

Nakagawa et al., 2007

Fermentas

diese Arbeit

diese Arbeit

Huguet et al., 1998

diese Arbeit

Novagen

Markus Wirtz, COS,
Heidelberg

Novagen

Markus Wirtz, COS,
Heidelberg

diese Arbeit

Invitrogen

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

O. Kirchner & U. Bonas,
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Plasmid

Eigenschaften/Anwendung

Referenz

pGBST7_xopC

pGBST7_oas-tl
pGBST7_laminC

pGADT7

pGADT7_xopC
pGADT7_oas-tl
pGADT7_laminC
pSPYNE

pSPYNE_xopC
pSPYNE_oas-TL
pSPYNE_laminC
pGWB735.1

pTRV1

pTRV2a

pYL279Amp

pYL279Amp_oas-tl

pYL279Amp_gfp

(Clontech); attR-
Rekombinationssequenzen; Specr; N-

terminale GAL4-Bindedomane

Kodervektor fiir Hefe-Di-Hybrid-Sichtung;

Proteininteraktionsstudien in Hefe
Proteininteraktionsstudien in Hefe

Proteininteraktionsstudien in Hefe

Y2H-Beutevektor; attR-Rekombinations-
sequenzen; Apr; N-terminale GAL4-

Aktivierungsdomane

Proteininteraktionsstudien in Hefe
Proteininteraktionsstudien in Hefe
Proteininteraktionsstudien in Hefe

attR-Rekombinationssequenzen; Kmr ,
BiFC-Vektor, N-terminaler Teil von YFP

BiFC-Studien
BiFC-Studien
BiFC-Studien

Kmr; Hmr, BiFC-Vektor, C-terminaler Teil
von YFP

Km", VIGS

Ap', VIGS

Derivat von pTRV2a, Ap'

Silencing von CaOAS-TL (nt 484-975 des
ORF)

Silencing-Kontrollkonstrukt (nt 1-714)

unpubliziert

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Clontech

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

Liu et al. 2002

T. Lahaye, P. Romer,

unpubliziert

R. Szczesny, unpubliziert

diese Arbeit

diese Arbeit
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Plasmid Eigenschaften/Anwendung Referenz
pUC57w/oBsal_ xopC-Konstrukt mit Bsal- diese Arbeit
xopC Restriktionsschnittstellen zur GoldenGate-
Klonierung
pUC57w/0oBsal_xo xopCpsss-Konstrukt mit Bsal- diese Arbeit
PCpso3a Restriktionsschnittstellen zur GoldenGate-
Klonierung
pLAND Spec’, Intergration von Sequenzen D. Buttner, unpubliziert
zwischen hpaG und hpaF in Xcv mit cMYC-
tag; GoldenGate-Klonierung
pLAND_xopC Integration von xopC in Xcv diese Arbeit
pPLAND_x0opCps9sa Integration von xopCpsssa in Xcv diese Arbeit
Tabelle 2.6: Verwendete Oligonukleotide.
Bezeichnung Sequenz (5" = 3) Bemerkung Schmelztem-
peratur (°C)
M13fwd TTGTAAAACGACGGCCAG Standardoligonukleotid 54
M13rev ACACAGGAAACAGCTATGACC Standardoligonukleotid 62
T7 TAATACGACTCACTATAGGG  Standardoligonukleotid 56
T7terminator GTTATGCTAGTTATTGCTCAG Standardoligonukleotid 70
CGG
pGBST7rev TCGTTTTAAAACCTAAGAGTC spezifisches Oligonukleotid 56
fur pGBST7
pGADT7rev AGATGGTGCACGATGCACAG spezifisches Oligonukleotid 62
fur pGADT7
CACC-OAS-TLfwd CACCATGGCAGCAGAAAAGA Generierung des pENTR/D- 60
ATGGA Caoas-tl-Konstrukts
OAS-TLrev AGGCTCCACGGTCATGTTCT Generierung des pENTR/D- 66
C Caoas-tl-Konstrukts
dlCfwd ggatccCGGCATCAGTCGATCG linkes Fragment flr xopC- 58
TG Deletion
dlCrev aagcttTTGGGCAGAGGCTCG linkes Fragment fur xopC- 60
AAAC Deletion
drCfwd aagcttCATGATTCACTCCTATT rechtes Fragment fur xopC- 74

GATTAAATACC

Deletion
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Bezeichnung Sequenz (5" = 3)) Bemerkung Schmelztem-
peratur (°C)
drCrev tctagaCGAGCAATCCAGTCCT rechtes Fragment fur xopC- 60
GCA Deletion
Bsal-xopCfwd aaaggtctcttATGAAAACAAGT Generierung von xopC- 76
AGTGC Konstrukten fur

GoldenGate-Klonierung

Bsal-xopCrev aaaggtctctcaccAAGTTCCGT Generierung von xopC- 68
Konstrukten fur
GoldenGate-Klonierung

gbetafwd GGATAAATTCGCCTTTGCTCG Amplifikation von 1,3-8- 62
Glucanase
gbetarev GACTACCCCTTCTAACATGCT Amplifikation von 1,3-8- 66
G Glucanase
qEFfwd TTACAACCCTGACAAGATCCC Amplifikation von EF-1a 62
gEFrev GTTTGAGGCAACATAACCACG Amplifikation von EF-1a 62
Ncol-OAS-TLfwd ccATGGCAGCAGAAAAGAATG Klonierung von Caoas-tlin 62
pET3d
BamHI-OAS-TLrev ggatccTCAAGGCTCCACGGT Klonierung von Caoas-tl in 74
CATGTTCTC pET3d
OAS-TLquiet1fwd GGAACAGGAGGCACAATAAC Amplifikation von Caoas-tl 70
AGG (Effizienz von VIGS)
OAS-TLquiet1rev GGCCTTATTTTCATCGGAAGG Amplifikation von Caoas-tl 66
G (Effizienz von VIGS)
xopCD693Afwd CTACTTTGcCGTGGTGTCCG Generierung von xopCpesza 68
G via SOE-PCR
xopCD693Arev GACACCACgGCAAAGTAGTG Generierung von xopCpssza 74
CATC via SOE-PCR

2.2 Pflanzenmaterial

Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. tabacum, Solanum lycopersicum, S.
americanum, S. nigrum, S. pseudocapsicum, S. tuberosum, S. melongena, Physalis
peruviana und P. alkekengi wurden wie in durch Marois et al. 2002 beschrieben kultiviert.

Bei S. lycopersicum handelt es sich um die Kultivarietat (cv.) Moneymaker.

Paprika (Capsicum annuum) der Kultivarietaten ,Early Californian Wonder” (ECW), ECW-
10R, ECW-20R, ECW-30R und ECW-123 (Kousik & Ritchie, 1999; Minsavage et al., 1990)

wurden bei 26°C, relativer Luftfeuchte von 60-70 % und einer Lichtperiode von 16 Stunden
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kultiviert (Bonas et al., 1991). Die funf nahezu isogenen Linien unterscheiden sich vor
Allem in den Resistenzgenen: ECW-10R tragt das Bs1-Gen, ECW-20R das Bs2-Gen, ECW-30R
das Bs3-Gen und ECW-123 jedes der drei gennannten Resistenzgene. ECW besitzt keines der

Resistenzgene.

2.3 Pflanzeninfektionsexperimente
2.3.1 Inokulation von Agrobakterien

Agrobacterium-Stamme wurden fur zwei Tage auf YEB-Agar-Medium mit dem
entsprechenden Selektionsantibiotikum kultiviert. Nach Resuspendieren in Agrobacterium-
Inokulationsmedium (AIM: 5 mM MES pH 5,3, 10 mM MgClz, 150 puM Acetosyringon) wurde
die gewiinschte Zelldichte eingestellt und die Bakterien mittels einer nadellosen Spritze in
die Unterseite der Pflanzenblatter inokuliert. Die Pflanzen wurden in eine Phytokammer
(Series 101, Percival Scientific; 25°C, 65 % relative Luffeuchte, 16 Stunden Licht) Uberfiihrt
und die Reaktion der Pflanzen beobachtet und fotografisch dokumentiert. Abhangig von

der Fragestellung wurden Proben zur Mikroskopie und zur Immunoblotanalyse genommen.

2.3.2 Inokulation von Xcv

Nach Anzucht von Xcv auf NYG-Agar-Medium wurden diese in 10 mM MgClz resuspendiert
und in der Konzentration von 108 Zellen/ml (ODsoo = 0,1) mit einer nadellosen Spritze in die
Unterseite von Paprika- oder Tomatenblattern inokuliert. Die Pflanzen wurden in eine
Phytokammer (Series 101, Percival Scientific; 26°C, 80 % relative Luffeuchte, 16 Stunden
Licht) Uberfiihrt und die Reaktion der Pflanzen beobachtet und fotografisch dokumentiert.

Abhangig von der Fragestellung wurden Proben zur Immunoblotanalyse genommen.

2.3.3 electrolyte leakage-Messungen

Zur Quantifizierung der HR wurde das Verhaltnis von Elektrolytemission in wassriges Milieu
durch absterbendes Pflanzengewebe zur Totalelektrolytmenge bestimmt. Die

Totalelektrolytmenge wird nach vollstandigem Gewebekollaps ermittelt.

Finf Blattscheiben (KorkbohrergroBe 5) werden ausgestanzt und in einem 15 ml-GefaB mit
7 ml ddH,0O versetzt. Nach Entfernung der Luft in den Blattstucken durch Anlegen von

Unterdruck, wurde die Leitfahigkeit des umgebenden Wassers mittels Konduktometer 703
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(Knick, Berlin) bestimmt. Im Anschluss an eine funfminutige Inkubation im 100°C-
Wasserbad, wurde die maximale Leitfahigkeit (Totalelektrolytmenge) gemessen und die
prozentuale Konduktivitat nach folgender Formel berechnet:

Leitfahigkeit

prozentuale Leitfahigkeit = x 100
maximale Leitfahigkeit

2.3.4 Wachstumskurven von Xcv in planta

Die Wachstumskurve wurde nach Bonas et al., 1991 durchgefiihrt. Die Xcv-Stamm wurden
in 1 mM MgCl, auf 10* Zellen/ml eingestellt. Die Xanthomonaden wurden in 3 Wochen alte
C. annuum cv. ECW-Pflanzen inokuliert. Zur Probennahme wurden Blattscheiben aus den
inokulierten Blattbereichen ausgestanzt. Die KBE (Kolonie-bildende Einheiten) wurden

relativ zur Blattflache bestimmt.

2.4 Hefe-Dihybrid-Sichtung

Bei der Sichtung der Paprika-cDNA-Bibliothek wurde das MATCHMAKER-GAL4-Hefe-Di-

Hybrid-System nach Angaben des Herstellers (Clontech) verwendet.

Die Bibliothek befindet sich als pGADT7_cDNA im Stamm S. cerivisiae Y148 des
Paarungstyps MATalpha, die resultierenden Proteine wurden als Fusion mit der GAL4-
Bindedomane (BD) synthetisiert Das Koderplasmid pGBST7_xopC wurde in den S. cerivisiae
Stamm AH109 des Paarungstyps MATa transformiert, so dass XopC als Fusionsprotein mit der
GAL4-Aktivierungsdomine (AD) synthetisiert wurde. Das Sediment der Ubernachtkultur von
AH109 (pGBST7_xopC) wurde mit 500 pl Y148 (pGADT7_cDNA) in 50 ml 2 x YPDA
resuspendiert. Die Paarung erfolgte furr 24 h bei 30°C. Die diploiden Zellen wurden auf SD-
Medium, welches kein Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan enthielt (-THAL),
ausplattiert. Der Vektor pGBST7 enthalt das Reportergen TRP1, der Vektor pGADT7 das
Reportergen LEU2. Der Stamm AH109 enthalt die Reportergene ADE2, HIS3 und lacZ. Die
Aktivierung der Reportergene erfolgt fur TRP1 und LEUZ bei Anwesenheit des jeweiligen
Plasmids, fur ADE2, HIS3 und lacZ bei Interaktion der resultierenden Proteine, welche zur
Interaktion von GAL4-AD und -BD fiihrt, so dass die Hefezellen wachsen konnen. Zusatzlich
wurde dem Medium 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-alpha-D-Galactopyranosid (X-a-Gal)

zugesetzt.

Fir die Spezifitatstestung mittels gezielter Hefe-Interaktionsstudien wurde S. cerivisiae
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AH109 mit den jeweiligen zu untersuchenden Konstrukten frisch kotransformiert.

2.4.1 Paprika-cDNA-Bibliothek

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Paprika-cDNA-Bibliothek wurden C. annuum-
Pflanzen des Kultivars ECW-10R mit Xcv 85-10 (AvrBs1) und ECW-30R mit Xcv 85-10pDS400
(AvrBST) und Xcv 85-10pDSF300 (AvrBs3) inokuliert. Aus einer Mischung aus diesen und
unbehandelten ECW-10R und -30R-Pflanzen wurde RNA prapariert. Die Firma Invitrogen™
konstruierte die cDNA-Bibliothek (Szczesny et al., 2010).

2.4.2 Datenbanken

Fur die Suche nach Homologen und zusatzlicher Sequenzinformation von Kandidaten aus

den Y2H-Sichtungen wurden folgende Datenbanken benutzt:

SOLGene Solannacea Gene Indices
(http://210.218.199.240/S0OL/index.php), Plant Diversity Research Center

sol genomics network
(http://solgenomics.net/) Sol Genomics Network, Boyce Thompson Institute for
Plant Research, Ithaca, NY 14853

TIGR Solanaceae Genomics Resource

(http://www.jcvi.org/potato/), The J. Craig Venter Institute

The Gene Index Project
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/tgipage.html) Dana-Farber Cancer Institute,
Boston, MA 02215

Gene Pool
(http://genepool.kribb.re.kr/new/index.php) Genome Research Center, Korea

Research Institute of Bioscience and Biotechnology

NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) National Center for Biotechnology
Information Bethesda, MD 20894
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2.5 Nukleinsauren
2.5.1 RNA-Isolierung

Es wurden drei Blattscheiben (KorkbohrergroBe 5) aus den Blattern gestanzt, was etwa 60 -
70 mg Material entspricht. Das Homogenisieren des gefrorenen Balttmaterials erfolgte
durch Metallmorser. Die RNA aus dem homogenisierten Blattmaterial wurde mit Hilfe des
Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Bei Paprikamaterial
wurde auf Grund des hohen Starkegehalts der Blatter auf den Inkubationsschritt bei 65°C
verzichtet. Unter Verwendung des Qiagen RNase-free DNase Kits wurde ein on column-
DNase Verdau durchgefuhrt. Durchschnittlich wurden etwa 6 pg RNA pro Praparation

erhalten.

2.5.2 cDNA-Synthese

Unter Verwendung des mitgelieferten oligo(dT)-Oligonukleotids wurde mit Hilfe des
Fermentas RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kits (Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland) cDNA synthetisiert. Fur die reverse Transkription wurden 1,5 pg RNA

eingesetzt. Die erhaltene cDNA wurde flir PCR-Ansatze im Verhaltnis 1:50 verdinnt.

2.5.3 Quantitative real-time PCR

Durchgefiihrt wurde die PCR im iCycler IQ der Firma BioRad. Zur Verfolgung der PCR diente
der SYBR Green-Farbstoff des Fast SYBR® Green Master Mix. Die pro Zyklus gemessenen
Fluoreszenzwerte werden als Ordinate gegen die entsprechende Zyklenzahl auf der
Abszissenachse aufgetragen, sodass eine Verlaufskurve entsteht. Im Fall der Amplifikation
eines Fragments ist ein exponentieller Anstieg der Fluoreszenz ab einem bestimmten
Zyklus zu beobachten. Alle Daten wurden unter Beachtung der gangigen technischen
Vorgehensweise, des Schwellenzyklus' und der Effizienz einer Normalisierung gegen das
Transkript des Elongationsfaktors 1a unterzogen (Details der Berechnung siehe Dissertation
Robert Szczesny, 2009).

2.6 Klonierung
2.6.1 Das GATEWAY®-System

Das pENTR/D-TOPO Directional TOPO Cloning Kit der Firma Invitrogen (Invitrogen GmbH,

Darmstadt, Deutschland) ermoglicht eine Klonierung von PCR-Produkten in den Vektor

32



2 MATERIAL & METHODEN

pENTR/D-TOPO. Die direkte Klonierung doppelstrangiger DNA basiert auf einem GTGG-
Uberhang des linearisierten Vektors, welcher mit dem komplementiren 5'-Ende des PCR-

Produktes verknipft wird.

Die attL-Rekombinationsstellen, welche sich rechts und links der Klonierungsstelle
befinden, ermoglichen die lokalisationsspezifische Klonierung in andere GATEWAY®-

Vektoren.

Die in den PpENTR/D-TOPO enthaltenen PCR-Produkte wurden durch gerichtete
Rekombination mit Hilfe des Gateway® LR Clonase Enzyme Mix' (Invitrogen) von den Entry-
in die Zielvektoren ubertragen. Das System basiert auf der Eigenschaft des Bakteriophagen
Lambda zur lokalisationsspezifischen Rekombination der Sequenzen zwischen den attL-
Abschnitten des Entry-Vektors und den attR-Stellen des Zielvektors (Nunes-Duby et al.,
1989).

2.6.2 GoldenGate-Klonierung

Fur Klonierungen mittels des GoldenGate-Verfahrens werden an das 5- und 3'-Ende der zu
klonierenden  PCR-Produkte uUber die Konzeptionierung der  Oligonukleotide
Erkennungssequenzen fur Typ ll-Restriktionsendonukleasen angefugt. Durch die spezifischen
Uberhinge, welche durch die Restriktion der PCR-Produkte entstehen, konnen diese direkt
in die Zielvektoren kloniert werden. Dies wird in einem cut-ligation-Ansatz durchgeflihrt
(Engler et al., 2008).

2.6.3 Klassische Klonierung

Die klassische Klonierung erfolgte nach Sambrook et al., 1989. Die Enzyme und Puffer

wurden nach Angabe des jeweiligen Herstellers (NEB, Fermentas) eingesetzt.

2.7 Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS)

In dieser Arbeit wurde das tobacco rattle virus (TRV)-VIGS verwendet (Liu et al., 2002). Um
pTRV2 besser selektieren zu konnen, wurde eine Ampicillin-Resistenzkassette eingefiihrt
und dieses Derivat pTRV2a genannt (T. Lahaye, P. Romer, unveroffentlicht). Dieses wurde
wiederum von R. Szczesny modifiziert und als pYL279Amp bezeichnet. In diesen wurden die
Zielfragmente mittels GATEWAY®-Rekombination eingefiihrt.
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2.7.1 Silencing-Konstrukte

Das Fragment flir das CaOAS-TL-Silencing hatte eine GroBe von 486 bp (nt 489 - 975 des
ORF), das Kontrollfragment bestand aus der Sequenz des kompletten ORF von eGFP mit
einer GroBe von 714 bp. Mit Hilfe der durch PCR angehangten Basen (CACC) wurden die
Fragmente jeweils gerichtet in pENTR/D-TOPO kloniert. Diese Plasmide wurden in E. coli
amplifiziert und reisoliert. Mittels LR-Rekombination wurden die Fragmente jeweils in

pYL279Amp eingefuhrt und die entstandenen Konstrukte in A. tumefaciens transformiert.

Es wurden A. tumefaciens mit pTRV1 und A.tumefaciens mit pYL279Amp_gfp bzw.
pYL279Amp_oas-tl zu gleichen Teilen gemischt jeweils eine Mischung mittels
Vakuuminfiltration in junge ECW-10R-Pflanzen inokuliert. Die ODsoo der einzelnen Stamme

der Mischung betrug 0,1, und es wurden 0,02 % Silwet L77 (Union Carbide) zugesetzt.

In den Pflanzen integrierte die T-DNA in die Pflanzen-DNA, wodurch Viruskomponenten
repliziert und synthetisiert wurden. Dies fuhrte zur Assemblierung von TRV, wodurch eine

systemische Ausbreitung des Virus' in den Pflanzen moglich wurde.

Durch die Transkription des Silencing-Fragments wurde posttranskriptionelles Gen-Silencing

ausgelost.

2.8 Fluoreszenzmikroskopie
2.8.1 GFP-Fluoreszenzmikroskopie fiir Lokalisationsstudien

Die zu analysierenden Proteine wurden Agrobacterium-vermittelt in N. benthamiana
synthetisiert. Zwei Tage nach Inokulation wurden Proben entnommen. Zur Visualisierung
von eGFP-Fusionsproteinen wurde das Laser-Scanning-Mikroskop LSM510 (Zeiss, Jena,
Deutschland) verwendet. EGFP wurde mit Licht der Wellenlange 488 nm angeregt und mit

einem 505-530 nm Bandpassfilter detektiert.

2.8.2 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation fiir in planta-Interaktionsstudien

Fiur die Analyse der Interaktion von Proteinen mittels BiFC wurde YFP in eine C-
(Aminosauren 1-154) und eine N-terminale (Aminosauren 155-239) Domane geteilt (Walter
et al., 2004). Jeweils ein Teil von YFP wurde als Fusionprotein mit einem der Interaktoren
Agrobacterium-vermittelt in N. benthamiana exprimiert. Zwei Tage nach Inokulation

wurden Proben entnommen und mit dem Laser-Scanning-Mikroskop LSM510 (Zeiss, Jena,
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Deutschland) analysiert. YFP wurde mit Licht der Wellenlange 480 nm angeregt und mit
einem 535 - 565 Bandpassfilter detektiert.

2.9 Koimmunoprazipitation (KolP)

Die auf Interaktion zu untersuchenden Proteine wurden Agrobacterium-vermittelt in N.
benthamiana exprimiert. Zwei Tage nach Inokulation wurden sechs Blattscheiben
(Korkbohrer GroBe 4) geerntet und in flussigem N2 eingefroren. Nach Zugabe einer
Spatelspitze Polyvinylpolypyrrolidon wurde das Blattmaterial gemorsert und in 1 ml KolP-
Puffer (25 mM TrisHCL pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % Glycerin, 5 mM DTT, 40 pl
Protease-Inhibitor Mix (Complete, Roche)) aufgenommen. Nach griindlicher Vermengung
und Sedimentation wurde der Uberstand mit Nonidet-P40 und 20 pl Protein G-Agarose
versetzt. Nach einstundiger, Uber Kopf rotierender Inkubation bei 4°C wurde erneut
sedimentiert. Dem Uberstand wurden 30 pl Protein G-Agarose und 2 pl Antikérper zugefiigt.
Zur Bindung der Proteine an die Matrix wurde die Mischung Uber Nacht erneut uber Kopf
rotierend bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit KolP-Puffer wurden die
gebundenen Proteine durch Zugabe von 1 x Laemmli-Probenpuffer eluiert und mittels

Immunoblot analysiert. Dazu wurden anti-HA- bzw. anti-c-Myc-Antikorper verwendet.

2.10 Heterologe Uberexpression und Reinigung von CaOAS-TL

Da N- oder C-terminale Fusionen von AtOAS-TL zu einer Funktionseinschrankung flihren
(Markus Wirtz, COS Heidelberg, personliche Mitteilung), wurde bei CaOAS-TL auf eine
solche Fusion verzichtet. Die Reinigung der CaOAS-TL erfolgte durch die heterologe

Interaktion mit einer Serin-Acetyltransferase aus A. thaliana (AtSAT).

In vivo bilden AtOAS-TL und AtSAT Heterooligomere. Dies kann bei der Reinigung von
AtOAS-TL nutzbar gemacht werden, indem AtSAT an eine Matrix gekoppelt wird und AtOAS-
TL an AtSAT bindet. Durch Zugabe von OAS kommt es zu einer Dissoziation von AtSAT und
AtOAS-TL (Heeg et al., 2008). Auf Grund der Homolgie zwischen AtOAS-TL und CaOAS-TL,
wurde angenommen, dass sich CaOAS-TL durch die heterologe Interaktion mit AfSAT

reinigen lasst.

Aus diesem Grund wurde AtSAT N-terminal mit einem His¢-Epitop (Vektor: pET28a)
fusioniert und in E. coli HMS174 (DE3) exprimiert. Eine HiTrap-Saule (GE Healthcare,
Freiburg) wurde mit NiCl, beladen. Das E. coli-Lysat mit der AtSAT wurde fir 2 h Uber die
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Saule zirkuliert und diese anschlieBend mit Puffer (50 mM TrisHCL (pH 8) , 250 mM NaCl , 80
mM Imidazol ) gewaschen. Im Anschluss wurde das BL21 (DE3) E. coli-Lysat mit der CaOAS-
TL (Vektor: pET3d) durch Zirkulation fir 2 h Uber die Saule an AtSAT gebunden und nach
dem Waschen mit Puffer durch Zugabe von OAS (50 mM TrisHCL (pH 8) , 250 mM NaCl , 80
mM Imidazol, 10 mM OAS) eluiert. Das Eluat hatte eine gelbe Farbung, was vermuten lasst,
dass der Kofaktor PLP gebunden war (Tantalean et al.; 2003). Eine schematische
Darstellung der Reinigung von CaOAS-TL ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Die Elution der
AtSAT erfolgte durch Zugabe von Imidazol (50 mM TrisHCL (pH 8) , 250 mM NaCl , 400 mM

Imidazol). Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.

OAS

T ¥ 2y AtSAT | T
e e e

Abb. 2.1: Schema der
Reinigung von CaOAS-TL.
Hise-AtSAT wird an eine Ni-
NTA-Matrix gekoppelt.

CaOAS-TL bindet an AtSAT.
Durch Zugabe von OAS
wird CaOAS-TL eluiert.

2.11 Heterologe Uberexpression und Reinigung von XopC und AvrBs3

XopC, XopCpesza und AvrBs3 wurden jeweils in den Vektor pDEST17 rekombiniert. Dieser
erlaubt die Expression des Zielproteins mit N-terminaler Hisq-Fusion. Die Proteine wurden
in BL21 (DE3) (AvrBs3 und XopCpsssa) bzw. Rosetta (DE3) pLysS (XopC) exprimiert. Die E.
coli-Lysate wurden jeweils auf einer mit NiCl; beladenen HiTrap-Saule fir 2 h zirkuliert und
die Saule anschlieBend mit Puffer (50 mM TrisHCL (pH 8) , 250 mM NaCl , 80 mM Imidazol)
gewaschen. Die Elution erfolgte mittels Imidazol (50 mM TrisHCL (pH 8) , 250 mM NaCl , 400

mM Imidazol). Alle Schritte erfolgten auf Eis.

2.12 OAS-TL-Aktivitatsbestimmung

Grundlage des Aktivitatstests ist die Synthese von Cystein aus O-Acetylserin (OAS) und Nax$S
durch OAS-TL. Nach Fallung der Proteine durch Zugabe von 20 %iger Trichloressigsaure
(TCA), bildet das entstandene Cystein mit dem zugebenen Ninhydrin einen Komplex,

welcher sich photometrisch (ODses0) quantifizieren lasst (Gaitonde, 1967).
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Na,S Acetat \
N»h’nhydrin

Abb. 2.2: Schematische
Darstellung der OAS-TL-
Komplex Aktivitatsbestimmung.

Durch die Formel
gemessene OD * 36,6 = nmol Cystein / ODsego=1

lasst sich die Menge synthetisierten Cysteins berechnen. 36,6 ist dabei der

Extinktionskoeffizient des Cystein-Ninhydrin-Komplexes.
Durch die Formel
gemessene OD * 36.6 / ng eingesetzte OAS-TL / Zeit in min

wird die spezifische Aktivitat von OAS-TL beschrieben.

Fir jeden Ansatz wurden alle Komponenten auBer OAS des Assays (50 mM Hepes pH 7,5, 5
mM NazS, 5 mM DTT, 2 ng CaOAS-TL, entsprechende Menge XopC bzw. Kontrollprotein)
vorgelegt und mit H20 auf 90 pl aufgefullt. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe
von 10 pl OAS (Endkonzentration 10 mM). Die Ansatze wurden fiur 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss die Reaktionen durch Zugabe von 50 pl 20
%iger TCA abgestoppt. Nach der Sedimentation wurden die Uberstinde quantitativ
abgenommen und bei 100°C mit jeweils 200 pl Ninhydrin-Losung (6,25 g Ninhydrin, 125 ml
konzentrierte Salzsaure, 375 ml 100%ige Essigsaure)/100 pl 100%iger Essigsaure fur 10 min
inkubiert und danach auf Eis abgekiihlt. Nach der Verdiinnung mit je 550 pl absolutem
Ethanol wurde die OD bei 560 nm gemessen. Als Blindwert diente ein Ansatz, in dem schon

zu Beginn TCA vorlag.
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2.13 1,3-B-Glucanase-Aktivitatsbestimmung

Zur Bestimmung der Aktivitat der 1,3-B-Glucanase im Pflanzenextrakt wurde ein
Aktivitatstest nach Abeles & Forrence, 1970 und Miller, 1959 durchgefiihrt. Dieser beruht
auf der Fahigkeit von 1,3-B-Glucanase, einzelne Glukosemolekiile von langkettigen, (1-3)-
B-D-verknupften Oligozuckern abzuspalten. Reduzierende Monozucker reduzieren
Dinitrosalizylsaure (DNS) zu 3-Amino-5-nitrosalizylsaure, welche optisch aktiv ist und
photometisch bei ODs40 quantifiziert werden kann. Als Substrat fur 1,3-B8-Glucanase wurde
Laminarin, ein (1-3)-B8-D-Glukan, verwendet. Ein Glukosestandard diente zu Erstellung

einer Eichreihe.

2.14 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Immunoblotanalysen

Proteine wurden mittels SDS-PAGE in 10 %igen Gelen aufgetrennt (Laemmli, 1970). Zur
Farbung der Proteine im Gel wurde eine Mischung aus Coomassie R-250 und G-250
verwendet. Fir Immunoblotanalysen wurden die Proteine auf Nitrocellulose- oder PVDF-
Membranen (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) Ubertragen und unter Verwendung
entsprechender primarer und sekundarer Antikorper (Tab. 2.7) markiert. Die Detektion
erfolgte durch das Verfahren der verstarkten Chemilumineszenz (ECL, GE Healthcare)

mittels der an die sekundaren Antikorper gekoppelten Meerrettichperoxidase (HRP).

Tabelle 2.7: Verwendete Antikorper.

Bezeichnung Organismus Referenz

anti-cMyc Maus Roche, Mannheim

anti-HA Ratte Roche, Mannheim

anti-GFP Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe

anti-Hiss Maus Qiagen, Hilden

anti-OAS-TL Kaninchen Markus Wirtz, COS, Heidelberg
HRP-gekoppelt anti-ratlgG Ziege Sigma, St. Louis, USA
HRP-gekoppelt anti-rabbitlgG Esel GE Healthcare, Freiburg
HRP-gekoppelt anti-mouselgG Schaf GE Healthcare, Freiburg
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2.15 Nicht-polare Mutagenese in Xcv
2.15.1 Deletion des xopC-ORFs in Xcv 85-10

Es wurden per PCR zwei Fragment erstellt. Das erste Fragment umfasst 1397 bp aufwarts
von xopC und wurde 5" mit einer BamHI- sowie 3' mit einer Hindlll-Restriktionsschnittstelle
versehen. Das zweite Fragment umfasst 1408 bp abwarts von xopC und wurde 5" mit einer
Hindlll- sowie 3' mit einer Xbal-Restriktionsschnittstelle versehen. Beide Fragmente wurden
in den Vektor pJET1.2/blunt zwischenkloniert. Ausgehend von diesen zwei Konstrukten
erfolgte der Verdau der Fragmente mit anschlieBender Ligation beider Fragmente in dem
Vektor pOK1. Das resultierende Konstrukt pOK1AxopC wurde mittels triparentaler
Konjugation in den Xcv-Stamm 85-10 eingefuhrt. Im Anschluss wurden die
Doppelrekombinationsereignisse, welche zu einer xopC-Deletion fuhrten, selektiert
(Huguet et al., 1998).

2.15.2 Reintegration von xopC in das Genom von Xcv 85-10AxopC

Der Vektor pLAND, bei dem es sich um ein Derivat des pOK1-Vektors handelt, ermoglicht
die Integration von Zielsequenzen in das Genom von Xcv zwischen den Genen hpaF und
hpaG (Lorenz & Buttner, unveroffentlich). Der ORF von xopC wurde mittels GoldenGate-
Klonierung in pLAND eingefuhrt. Das resultiernde Konstrukt pLAND_xopC wurde wie in
2.15.1 beschrieben in Xcv 85-104AxopC eingefuhrt. Da pLAND einen lac-Promotor und eine
Sequenz fur die C-terminale c-Myc-Epitopmarkierung des Zielproteins mitbringt, konnte die

erfolgreiche Reintegration mittels Immunoblotanalyse Uberpriuft werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Untersuchung von XopC

Um eine Vorstellung von der Funktion eines Proteins zu bekommen, konnen homologe
Proteine bzw. funktionell wichtige Sequenzen aus anderen Organismen ein guter

Ansatzpunkt sein, vor allem, wenn deren Funktion bekannt ist.

Durch bioinformatische Analysen (InterproScan, http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/)
wurde eine Phosphoribosyltranferase-Domane fur die As 297 bis 340 sowie eine haloacid
dehalogenase (HAD)-like hydrolase-superfamily-Domane fiir die As 506 bis 795 von XopC
vorhergesagt. Daher wurde die Sequenz der As 506 bis 795 von XopC in zwei unabhangigen

Programmen zur Strukturmodellierung analysiert.

Abb. 3.1: XopC lasst sich auf HAD-like Hydrolasen
modellieren.

A, Uberlagerung der bekannten Struktur einer HAD-like-
Hydrolase aus Bacteroides fragilis (3D6J.pdb, rot) mit der
modellierten Struktur von XopC (As 506-795, griin); B,
Uberlagerung der bekannten Struktur einer
Phosphoglycolat-Phosphatase aus Aquifex aeolicus
(2YY6.pdb, grau) mit der modellierten Struktur von XopC
(As 506-795, griin).

Modell: SwissModel; Bild: Pymol
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Die Strukturmodellierung der As 506 bis 795 (SwissModel; Arnold et al., 2006; Kiefer et al.,
2009; Peitsch, 1995; I-TASSER; Zhang, 2008; Roy et al., 2010) zeigte, dass nicht nur
Sequenz-, sondern auch Strukturhomologie vorliegt. Eine Ubereinstimmung mit der
potenziellen HAD-like-Hydrolase aus Bacteroides fragilis (3D6J.pdb) konnte vorhergesagt
werden (Abb. 3.1A). Die modellierte Struktur von XopC und die bekannte Struktur einer
Phosphoglycolat-Phosphatase aus Aquifex aeolicus (2YY6.pdb), welche zur HAD-like-
Hydrolase-Superfamilie gehort, zeigten trotz einiger Unterschiede eine ahnliche Struktur
(Abb. 3.1B). Eine Strukturmodellierung fiir die As 297 bis 340 von XopC, fur die eine

Phosphoribosyltransferase-Domane vorhergesagt wurde, blieb ergebnislos.

Weiterhin wurden zu XopC homologe Proteine gesucht. Im Laufe der Arbeiten an XopC
wurden mittels einer Datenbank-gestiitzten Sequenzsuche von BLASTP
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) Proteine mit Homologie zu XopC, welches bislang
als einzigartig galt, in Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae (Xcm), Ralstonia (R.)
solanacearum, Xanthomonas campestris (X.c.) pv. campestris, X.c. pv. vitians sowie dem
Protozoon Trichomonas (T.) vaginalis gefunden (Abb.3.2). XopC aus Xcm ist zu 100%
homolog zu XopC aus Xcv (nicht gezeigt), jedoch ist Uber dessen Funktion in Xcm nichts
bekannt. Bei den anderen zu XopC homologen Proteinen wurde eine starke
Sequenzidentitat der As im C-terminalen Bereich von As 503 bis 772 von XopC aus Xcv mit
den Homologen aus anderen Xanthomonas spp. festgestellt (Abb.3.2). Bei drei Homologen
(X.c. pv. , X.c. pv. vitians, T. vaginalis) fehlen die ersten 495 As, bei dem Homolog aus R.
solanacearum die ersten 491 As von XopC aus Xcv. Somit beschranken sich die Homologien
auf den C-terminalen Bereich von XopC. Die Sequenzidentitat zwischen dem C-terminalen
Bereich von XopC und den homologen, partiellen Proteinen aus X.c. pv. campestris und aus
X.c. pv. vitians betragt 96 bzw. 99%. Der zu XopC homologe, potenzielle Typ-Illl-Effektor
(RCFBP_mp20032 bzw. Rsp 1239) aus R. solanacearum weist eine Aminosaureidentitat von
65% zu den As 503 bis 780 von XopC auf. Ein weiteres Homolog zu XopC, welches nicht aus
der Familie der Pflanzenpathogene stammt, sondern aus dem Protozoon T. vaginalis,
gehort zur Familie der haloacid dehalogenase (HAD)-like Hydrolasen. Hierbei konnten
Ahnlichkeiten der As 506 bis 795 von XopC zur HAD-like hydrolase aus T. vaginalis (UniProt
A2EVG6; Carlton et al., 2007) ermittelt werden.

Daraus wurde geschlussfolgert, dass zumindest ein partielles XopC in einigen Xanthomonas
spp. konserviert ist, sich diese Konservierung allerdings auf den C-terminalen Bereich des
Proteins beschrankt. XopC und homologe Proteine besitzen eine potenzielle HAD-like

Hydrolase-Domane.
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X.c. vesicatoria 496

X.c. campestris
X.c. vitians

1
1

Ralstonia 94
HAD-like 1
consensus 496
X.c.. vesicatoria 551
X.c. campestris 48
X.c. vitians 49
Ralstonia 149
HAD-like 9
consensus 551
X.c. vesicatoria 606
X.c. campestris 103
X.c. vitians 104
Ralstonia 204
HAD-like 45
consensus 606
X.c. vesicatoria 661
X.c. campestris 158
X.c.. vitians 159
Ralstonia 259
HAD-like 100
consensus 661
X.c. vesicatoria 715
X.c. campestris 212
X.c. vitians 213
Ralstonia 313
HAD-like 149
consensus 716
X.c. vesicatoria 770
X.c. campestris 267
X.c. vitians 268
Ralstonia 368
HAD-like 203
consensus 771
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Abb. 3.2: XopC hat Homologe in Xanthomonas spp., R. solanacearum und T. vaginalis.

XopC-Homologe aus X.c. pv. campestris und X.c. pv. vitians haben im gezeigten Bereich des Proteins 96% bzw.
99% ldentitat mit der Sequenz von XopC. Fiir Rsp 1239 aus R. solanacearum betragt die As-Identitat 65%. Die
HAD-like Hydrolase aus T. vaginalis zeigt Ahnlichkeit zu XopC. Xc, XopC(-Homolog) aus Xanthomonas
campestris pv.; Ralstonia, Rsp1239 aus R. solanacearum; HAD-like, HAD-like Hydrolase aus T. vaginalis. Zahlen
kennzeichnen die As-Position bezogen auf das Vollldngenprotein. [, identische As; [{, dhnliche As. ClustalW,

Bild: BoxShade.

3.2 XopC lokalisiert im Zytoplasma und im Nukleus der Pflanzenzelle

Um Hinweise auf die mogliche Funktion von XopC zu erhalten, wurden zunachst

Lokalisierungsstudien von XopC als N- und C-terminales Fusionsprotein mit eGFP in

pflanzlichen Zellen durchgefiihrt. XopC hat keine vorhergesagte Kernlokalisierungssequenz

oder organellspezifische Transitpeptide.

Die Konstrukte fur XopC-eGFP-Fusionsproteine wurden Agrobacterium-vermittelt unter der

Kontrolle des CaMV (cauliflower mosaic virus)-35S-Promotors transient in Blattern der

Modellpflanze N. benthamiana exprimiert, in der die Transformationseffizienz deutlich

hoher ist als in einer der Wirtspflanzen von Xcv, bislang aber keine Unterschiede zur

Lokalisierung von Proteinen in Paprikazellen bekannt sind. Als Kontrollprotein diente eGFP.
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48 Stunden nach Inokulation mit Agrobacterium wurden Proben entnommen und mit dem

Laser Scanning-Mikroskop (LSM) analysiert.

A B
GFP Chloroplasten uberlagert
@ R
\ &
L .:.\‘QQ _.ZQ,
eGFP Q " (o
& & &
130 — -
XopC::eGFP 0=
35 _P
eGFP::XopC kDa a-GFP

Abb. 3.3: XopC lokalisiert im Zytoplasma und dem Nukleus von N. benthamiana.

A, Agrobacterium-Stamme mit pK7WGF2, pK7FWG2_xopC oder pK7WGF2_xopC wurden in N. benthamiana-
Blatter inokuliert (10°Zellen/ml). Die Proben wurden 48 hpi analysiert. GFP, eGFP; XopC::GFP, XopC mit C-
terminalem eGFP; GFP::XopC, XopC mit N-terminalem eGFP. Der GroBenstandard betragt 20 pm.

B, Nachweis der XopC-eGFP-Fusionsproteine mittels Immunoblot mit GFP-spezifischen Antikorpern in Protein-
extrakten aus inokuliertem Pflanzenmaterial (48 hpi).

Es ist ein reprasentatives Ergebnis von drei Experimenten gezeigt.

Wie die Abbildung 3.3A zeigt, ist die Fluoreszenz von eGFP wie erwartet im Zytoplasma und
dem Nukleus detektierbar (Abb. 3.3A oben). Beide eGFP-Fusionsproteine von XopC wurden
ebenfalls sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus detektiert (Abb. 3.3A). In allen Proben

sind zytoplasmatische Strange zu erkennen.

Anhand des Immunoblots (Abb. 3.3B) lasst sich sagen, dass die XopC-eGFP-Fusionsproteine
stabil waren und die detektierten Signale demnach nicht auf der Abspaltung von eGFP
beruhten. Die geringere Fluoreszenz des eGFP::XopC-Fusionsproteins im Vergleich zu den
eGFP- und XopC::eGFP-Proben korreliert mit dem in der Immunoblotanalyse beobachteten

schwacheren Signalintensitat.
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3.3 Verschiedene Pflanzen zeigen keine Reaktion auf die transiente Expression von
XopC

Um mogliche Virulenz- und Avirulenzaktivitaten von XopC zu identifizieren, wurde
untersucht, ob XopC HR, Nekrose oder Chlorose in Pflanzen auslosen kann. Um dies zu
testen, wurde XopC jeweils als C- (XopC::c-Myc) und N-terminales (c-Myc::XopC)
Fusionsprotein mit einem vierfachen c-Myc-Epitop in Blattern von verschiedenen Pflanzen
unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors transient exprimiert. Als Kontrollen dienten
die jeweiligen Leervektoren (pGWB17 bzw. pGWB18). Untersucht wurden N. benthamiana,
N. clevelandii, N. tabacum, Solanum lycopersicum, S. americanum, S. nigrum, S.
pseudocapsicum, S. tuberosum, S. melongena, Physalis peruviana und S. alkekengi sowie in
Capsicum annuum ECW, ECW-10R, ECW-20R, ECW-30R und ECW-123, weil es sich um
Wirtspflanzen von Xcv, Solanaceen oder Pflanzen handelte, in denen schon Effekte von

transient exprimierten Typ-Ill-Effktoren beobachtet wurden.

\\c, o \\o O
R I
& & & N &

©) S ; )
< R + ¢ < R + ¢ Abb. 3.4: XopC-cMyc-Fusionsproteine
werden synthetisiert.
Immunoblot mit c-Myc-spezifischen

Antikorpern von Proteinextrakten aus mit

- e ===« «|<100 kDa Agrobacterium-inokulierten (4 x 10°
Zellen/ml) Blattern (N. benthamiana
a-c-Myc bzw. C.annuum ECW, 2 dpi). Gezeigt ist
ein reprasentatives Ergebnis aus drei
N. benthamiana ECW Experimenten.

Zunachst wurde die Agrobacterium-vermittelte transiente Expression der Konstrukte
uberprift. Im Immunoblot wurde die c-Myc-Fusionsproteine von XopC unter Verwendung
von c-Myc-spezifischen, polyklonalen Antikorpern zwei Tage nach der Transformation der
Pflanzen mit Agrobacterium nachgewiesen. Die Synthese der XopC-c-Myc-
Fusionsproteinwurde in allen untersuchten Pflanzen nachgewiesen, wofur in der Abb. 3.4
exemplarisch ein Immunoblot der Proben aus N. benthamiana und Paprika ECW-Pflanzen

dargestellt ist.

Uber einen Zeitraum von zwei Wochen wurde in keinem der analysierten Pflanzenblattern

eine Reaktion festgestellt, die spezifisch auf XopC und nicht auf eine Reaktion der Pflanzen
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auf die Infektion mit Agrobacterium zurickzufiihren war. Dies ist hier exemplarisch flir N.

benthamiana und Paprika ECW-Pflanzen, sowie fur N. tabacum gezeigt (Abb. 3.5).

pGWB17 XopC::c-Myc pGWB18 c-Myc::XopC

N. benthamiana
7 dpi
ECW s \ o
9 dpi e ’

N. tabacum
4 dpi

Abb. 3.5: N. benthamiana, Paprika ECW und N. tabacum reagieren nicht auf die Inokulation von
Agrobacterium-Stamme mit den XopC-c-Myc-Fusionskonstrukten.

Agrobacterium-Stamme mit pGWB17, pGWB17_xopC, pGWB18 und pGWB18_xopC wurden in Blatter inokuliert
(109 cfu/ml). Die Reaktionen der Pflanzen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten dokumentiert. Die Linien
markieren die inokulierten Bereiche. XopC::c-Myc, XopC mit C-terminalem c-Myc; c-Myc::XopC, XopC mit N-
terminalem c-Myc. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten.

3.4 Die Deletion von xopC in Xcv 85-10 fiihrt zu einer beschleunigten AvrBs1-HR in
Paprika ECW-10R

Da keine spezifische Reaktion durch die transiente Expression von XopC der untersuchten
Pflanzen beobachtet wurde, wurde untersucht, ob die Deletion von xopC in Xcv 85-10
einen Einfluss auf die Infektion von Paprika und Tomate hat. Hierfur stand aus
vorangegangenen Arbeiten eine Deletionsmutante von xopC in Xcv 85-10 zur Verfiigung (J.
Gabler, 2002). Die Uberpriifung der Mutante zeigte, dass, anders als in der Diplomarbeit
angeben, die ersten 541 bp des 2505 bp ORFs von xopC und 459 bp upstream des ORFs,
also im Bereich eines IS-Elements, deletiert waren. Somit war die Deletion von xopC

unvollstandig. Diese xopC-Deletionsmutante wird im Folgenden als Xcv 85-10AxopCsy;
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bezeichnet. Fiir diese Mutante konnte im Rahmen der Diplomarbeit von Jana Gabler keine
veranderte Induktion der AvrBs1-abhangige HR von resistenten Paprikapflanzen (ECW-10R)
im Vergleich zu Xcv 85-10 festgestellt werden. Es wurde auch kein Unterschied in der
Auspragung der Krankheitssymptome suszeptibler Paprikapflanzen (ECW) nach Inokulation
mit Xcv 85-10 bzw. Xcv 85-10AxopCs,4, beobachtet. Dies wurde zunachst in der vorliegenden

Arbeit bestatigt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde jedoch beobachtet, dass Xcv 85-104AxopCs,q in
der Lage ist, die HR in Paprika ECW-10R-Pflanzen ca. zwolf Stunden friiher zu induzieren
als Xcv 85-10 (Abb. 3.6), wenn die Pflanzen Stress ausgesetzt wurden. Im vorliegenden Fall
wurden die Pflanzen nicht unter optimalen Licht-, Temperatur- und
Feuchtigkeitsbedingungen inkubiert, sondern in einem verhaltnismaBig kuhlen und dunklen

Labor.

Abb. 3.6: Xcv 85-10AxopCs,4, l0st die HR in Blatter von
Paprika ECW-10R friiher aus als Xcv 85-10.

.| Xcv wurden mit einer Zelldichte von 108 cfu/ml in die Blatter

' | inokuliertund die Pflanzen im Labor inkubiert. Zur
Verdeutlichung der HR wurden die Blatter 2 dpi in Ethanol
gebleicht. Die Linien markieren die inokulierten Bereiche.
Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten

Da bei der Mutante Xcv 85-10AxopCs,, die Synthese eines partiellen XopC vom Xcv 85-
10AxopCsyi-Locus  nicht ausgeschlossen werden konnte, war es erforderlich, eine

vollstandige xopC-Deletion in Xcv 85-10 zu erstellen. Die Generierung einer xopC-
Deletionsmutante wurde wie in Kapitel 2.15.1 beschrieben erstellt und mittels PCR-Analyse
bestatigt. Es wurden vier unabhangige Xcv 85-10 xopC-Deletionsstamme erhalten, die im

Folgenden als Xcv 85-10AxopC bezeichnet werden.
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ey } Xcv 85-104x0pC #11

Xev85-10 '~ 7
Abb. 3.7: Xcv 85-10AxopC #1, 8, 11

Xcv 85-10AxopC #13 und 13 (rechts) [Gsen die HR in

Blatter von Paprika ECW-10R friiher

aus als Xcv 85-10 (links).

Xcv wurden mit einer Zelldichte von

108 cfu/ml (OD 0,1) in die Blatter

o9 Xcv 85-104xopC #1 inokuliert und die Pflanzen im Labor

y zwei Tage inkubiert. Zur

/ J Verdeutlichung der HR wurden die

T g rﬁﬁ Blatter in Ethanol gebleicht. Die Linien

T N markieren die inokulierten Bereiche.

%‘} Xcv 85-10AxopC #8 Gezeigt ist ein reprasentatives
Ergebnis aus drei Experimenten.

Alle vier generierten Xcv 85-10AxopC wurden in verschiedenen Zellsuspensionen
unterschiedlicher optischer Dichte (0,05 bis 0,4) in ECW-10R inokuliert und auf die
Fahigkeit untersucht, eine HR auf resistenten Paprikapflanzen auszulosen. Fir alle vier
AxopC-Mutanten konnte 2 dpi bei inokulierten Zelldichten von 102 cfu/ml, wie schon zuvor
fur AxopCs41, die HR ca. zwolf Stunden fruher in Abhangigkeit von der Inkubation der
Pflanzen im Labor im Vergleich zu Xcv 85-10 beobachtet werden (Abb. 3.7). Alle weiteren

Experimente wurden mit Xcv 85-10AxopC #11 durchgefihrt.

Zur Komplementation der Deletion von xopC in Xcv 85-10 wurde der Vektor pLAND benutzt
(C. Lorenz & D. Buttner, unveroffentlicht), der die Expression des Zielgens unter der
Kontrolle des konstitutiven lac-Promotors sowie die translationelle Fusion eines c-Myc-
Epitops am C-Teminus des Zielproteins und die Integration des Zielgens, in diesem Fall
xopC, in das Genom von Xcv 85-10 zwischen hpaF und hpaG ermoglicht (Kapitel 2.15.2).
Uber dieselbe Strategie wurde ein xopC-Derivat, welches eine Punktmutation in der

Sequenz fur die potenzielle Hydrolase-Domane trug, in Xcv 85-10AxopC eingefuhrt.

Fir die Aktivitat von HAD-like-Hydrolasen ist ein Aspartat innerhalb von Motiv | essentiell
(Collet et al., 1998). Dieses Motiv ist auch in XopC vorhanden, sodass eine potentielle
Aktivitat von diesem abhangig sein konnte. Im Hefesystem wurde gezeigt, dass dieses
Aspartat fur die Funktion von XopC eine Rolle spielt (Salomon et al., 2011). Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit das entsrechende Aspartat an Position 693 von XopC gegen Alanin

ausgetauscht. Dieses Derivat wird im Folgenden XopCps93a genannt.

Die Integration von xopC bzw. xopCps93a in das Genom von Xcv 85-10AxopC wurde per PCR

uberprift und bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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Der Xcv 85-10-Stamm, welcher eine Deletion von xopC am Ursprungslocus tragt und in
dessen Genom xopC zwischen hpaF und hpaG unter der Kontrolle des lac-Promotors
reintegriert wurde, wird im Folgenden Xcv 85-10AxopC(xopC) genannt, jener, der das xopC-
Derivat tragt, wird als Xcv 85-10AxopC(xopCps934) bezeichnet. Die Abbildung 3.8 zeigt ein

Schema der relevanten genomischen Abschnitte in den verwendeten Xcv 85-10-Derivaten.

IS-Element xopC IS-Element hpaG hpaF
Xcv 85-10 Wt ———_—_—//— - -
Xcv 85-10AxopC ———_—/— - -~
Xcv 85-10AxopC(xopC) ———_—//— I -
Xcv 85-10Ax0pC(x0pChso3a) ———_—//— N - -
m» xop(C = lac-Promotor
- x0PCpeg34 c-Myc

Abb. 3.8: Schematische Darstellung der relevanten Bereiche des Xcv 85-10-Genoms und der generierten
Derivate.

Xcv 85-10
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Abb. 3.9: XopC::c-Myc wird in Xcv 85-104xopC(xopC) und Xcv
85-104xopC(xopCps934), jedoch nicht in 85-10, Xcv 85-
10AxopC synthetisiert.

Die Sedimente von Flissigkulturen wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Die Detektion der
Proteine erfolgte mittes spezifischer c-Myc-Antikorper. Gezeigt ist
ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten.

a-c-Myc

Die Synthese von XopC in Xcv 85-104xopC(xopC) bzw. XopCpe9sa in Xcv 85-
10AxopC(xopCps934) wurde durch Immunoblotanalysen uberpruft (Abb. 3.9). In den Proben
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von Xcv 85-104xopC(xopC) und Xcv 85-10AxopC(xopCpes93a) wurde jeweils ein Signal fur das
jeweilige c-Myc-Fusionsprotein detektiert, erwartunggemal jedoch nicht in Xcv 85-10 und
Xcv 85-10AxopC.

3.4.1 Die Mutante Xcv 85-10AxopC induziert die HR in resistenten Paprikapflanzen
friiher als Xcv 85-10

Die Inkubation von infizierten Pflanzen im Labor stellte auf Grund schwankender
Umgebungsfaktoren (Licht, Temperatur, etc.) keine reproduzierbare Stresssituation fir die
Pflanzen dar. Um reproduzierbare Stressbedingungen fur die Pflanzen zu erzeugen, wurden
Kaltestress, Trockenstress, Dunkelstress und verschiedene Kombinationen dieser
Bedingungen, sowie die Inokulation von Xcv mit bekannten Pflanzenhormonen (Salizylsaure
bzw. Jasmonat) in Klimakammern und dem Gewachshaus getestet. Dabei konnten die
unterschiedlichen Phanotypen nach Inokulation von Xcv 85-10 und Xcv 85-10AxopC jedoch

nur unzureichend dargestellt werden.

Xcv 85-10

Wt AxopC AxopC AxopC
(xopC) (xopCpe93a)

- SA

Abb. 3.10: Xcv 85-
10AxopC und Xcv
» 85-104xopC

o ' (xopCpes934) losen die
/ _ /| HR in Bldttern von
Il Paprika ECW-10R
friiher aus als Xcv
85-10 und Xcv 85-
10AxopC(xopC).
Xcv wurden mit einer
Zelldichte von 108 cfu/ml in die Blatter inokuliert. Im Anschluss wurden die Pflanzen 20 h in einer Phytokammer
(Percival) bei 16 h Licht, 26°C inkubiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden die Blatter 1 dpi in Ethanol
gebleicht. Die Linien markieren die inokulierten Bereiche. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus zehn
Experimenten.
-SA, ohne SA im Inokulationsmedium; +SA, 50 pM SA im Inokulationsmedium

+ SA
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Die Inokulation von Xcv mit 50 pM Salizylsaure (SA) mit anschlieBender Inkubation der
Pflanzen in einer Klimakammer unter Standardbedingungen erwies sich als geeignet, um
den von XopC abhangigen Phanotyp der Paprika ECW-10R-Pflanzen als Reaktion auf Xcv
verfolgen zu konnen. Wurde die Reaktion von Paprika ECW-10R-Pflanzen nach Inokulation
mit Xcv ohne SA verfolgt, war kein Unterschied zwischen Xcv 85-10- und Xcv 85-104xopC-
induzierter HR zu erkennen. In Anwesenheit von SA war dagegen die zuvor beschriebene
Beschleunigung der HR in Abhangigkeit von XopC zu beobachten. Dieses konnte durch XopC
(Xcv 85-10AxopC(xopC)), jedoch nur partiell durch XopCpe93a (Xcv 85-10AxopC(xopCpes93a))
komplementiert werden (Abb. 3.10).

Um die beobachteten HR-Unterschiede in Paprika ECW-10R-Pflanzen quantifizieren zu
konnen, wurden electrolyte leakage-Messungen (Kapitel 2.3.3) durchgefiihrt. Dabei wird
die Leitfahigkeit als prozentualer Wert der maximalen Leitfahigkeit des Blattmaterials
dargestellt. Dies reprasentiert den Fortschritt der HR, da im Verlauf des PCD tote Zellen
lonen freisetzen (Goodman & Novacky, 1994). Die ermittelten Leitfahigkeiten des mit MgCl,
sowie mit Xcv-Stammen behandelten Blattmaterials wurden 13 hpi (hours post inoculation)
bestimmt (Abb. 3.11).

Als Kontrolle diente ein Xcv-Stamm, in dem hrcN deletiert wurde (Xcv 85-104hrcN). HrcN
ist eine essentielle Komponente des T3SS, sodass die Deletion des Gens zu einem
Pathogenitatsverlust fuhrt (Lorenz & Blittner, 2009).

— —
I‘T’ N
*
©
IA
o
o
<
»

o
1

Abb. 3.11: Xcv 85-104xopC und Xcv
85-10AxopC(xopCps934), nicht jedoch
Xcv 85-10 und Xcv 85-10AxopC(xopC)
fiihren 13 hpi in Blattern von Paprika
ECW-10R zu einem beginnenden
Gewebekollaps.

Xcv wurden unter Zugabe von 50 pM SA

% Konduktivitat
TN +FE T2

) " ' mit einer Zelldichte von 108 cfu/ml in die
\\3%' < oQ(J OQO '5"\' ,Q-‘\& Blatter inokuliert. 13 hpi wurden Proben
W (,Q' Q(ﬁ‘ v genommen und die Konduktivitat des
R (1.0 inokulierten Materials im Verhaltnis zur
9 O'QL Gesamtkonduktivitat ermittelt. Xcv 85-
5" 10AhrcN dient als Negativkontrolle.
Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis
Xcv 85-10 aus drei Experimenten.

50
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Fir mit Xcv 85-10 inokulierte Blatter konnte eine Konduktivitat vergleichbar mit der des
mit MgClz infiltrierten bzw. der Negativkontrolle Xcv 85-10AhrcN inokulierten
Blattmaterials bestimmt werden. Dagegen wurde flir die mit der Mutante Xcv 85-104xopC
inokulierten Blatter eine signifikant hohere Konduktivitat ermittelt. Dies konnte mit XopC,

jedoch nicht mit XopCpessa komplementiert werden.

Es ist deutlich zu erkennen, dass 13 hpi nach der Inokulation mit Xcv das Absterben des mit
Xcv 85-10AxopC bzw. Xcv 85-10AxopC(xopCps934) inokulierten Gewebes bereits begann. Das
mit MgCl; infiltrierte bzw. mit Xcv 85-10 und Xcv 85-104hrcN inokulierte Gewebe zeigte

noch keine Hinweise auf eine beginnenden HR.

Die makroskopisch sichtbaren Unterschiede in der HR-Auslosung auf ECW-10R zwischen Xcv
85-10 und der Mutante Xcv 85-10AxopC sowie den Komplementationsderivaten korrelieren
demnach mit den Ergebnissen der electrolyte leakage-Messungen. Demnach verzogert XopC

die AvrBs1-abhangige HR.

3.4.2 Die Deletion von xopC hat keinen Einfluss auf die Reaktion suszeptibler

Paprikapflanzen auf Xcv 85-10

Da XopC die Auspragung der AvrBs1-abhangigen HR in Paprika ECW-10R beeinflusst, wurde
auch der Effekt der xopC-Deletion in Xcv 85-10 bezuglich der Auslosung von wassrigen
Lasionen in Blattern von suszeptiblen Paprika ECW-Pflanzen analysiert. Die
Krankheitssymptome, die in Paprika ECW als Reaktion auf Xcv 85-10, Xcv 85-10AxopC, Xcv
85-104xopC(xopC) und Xcv 85-10AxopC(xopCpe93a) zu beobachten waren, unterschieden
sich jedoch zu keinem Zeitpunkt. Die Inokulation von Xcv mit Salicylsaure flhrte ebenfalls

nicht zu einer Veranderung des Phanotyps (Abb. 3.12).

51



3 ERGEBNISSE

Xcv 85-10

Wt AxopC AxopC AxopC
(xopC) (xopCpe93a)

Abb. 3.12: Die
Deletion von xopC in
Xcv 85-10 hat
keinen Einfluss auf
die Ausbildung von
Krankheits-
symptomen in
Bldttern von
suszeptiblen Paprika
ECW.
Xcv wurden mit einer
Zelldichte von 108
cfu/ml in die Blatter
inokuliert. Im
Anschluss wurden die
Pflanzen in einer

: Phytokammer
(Percival) bei 16 h Licht, 26°C inkubiert. Die Krankheitssymptome wurden 5 dpi dokumentiert. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten.
-SA, ohne SA im Inokulationsmedium; +SA, 50 pM SA im Inokulationsmedium

3.4.3 XopC verzogert die Ausbildung von Krankheitssymptomen in Tomate

Da Xcv 85-10 in der Lage ist, in Tomate (Solanum lycopersicon) Krankheitssymptome
auszulosen, stellte sich die Frage, inwiefern die Deletion von xopC darauf einen Einfluss
hat.

Xcv 85-10

Wt AxopC AxopC AxopC
(xopC) (xopCpe93a)

Abb. 3.13: Xcv 85-104AxopC und Xcv 85-10AxopC (xopCpe93a) losen Krankheitssymptome in Blattern von
Tomate Moneymaker friiher aus als Xcv 85-10 und Xcv 85-10AxopC(xopC).

Xcv wurden mit einer Zelldichte von 102 cfu/ml in die Blatter inokuliert. Im Anschluss wurden die Pflanzen im
Gewachshaus bei 16 h Licht, 25°C, 65% Luftfeuchte inkubiert. Die Krankheitssymptome wurden 5 dpi
dokumentiert. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten.
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Nach der Inokulation von Blattern von S. lycopersicon cv. Moneymaker mit Xcv 85-10, Xcv
85-104xopC, Xcv  85-10AxopC(xopC) und Xcv  85-10AxopC(xopCpe93a)  konnten
unterschiedliche Phanotypen beobachtet werden. Wahrend die Mutante Xcv 85-104xopC
bereits funf Tage nach Inokulation Symptome ausloste, waren diese fur Xcv 85-10 erst
sieben Tage nach Inokulation zu beobachten (Abb. 3.13). Dies wurde mit XopC, jedoch

nicht mit XopCpe93a komplementiert.

Die Inokulation von Xcv mit SA fuhrte bei den getesteten Tomatenpflanzen zu nekrotischen

Flecken (Daten nicht gezeigt), sodass diese Bedingungen nicht getestet werden konnten.

3.5 Die Deletion von xopC fiihrt nicht zu einer veranderten Wachstumsrate
von Xcv 85-10

Wie im Kapitel 3.4.1 beschrieben, wurde ein Unterschied in der Ausbildung der HR bei der
Inokulation von Xcv 85-10 und der Mutante Xcv 85-10AxopC in Blatter von Paprika ECW-10R-
Pflanzen beobachtet. Um zu prifen, ob diese Unterschiede auf allgemeine
Wachstumsunterschiede oder unterschiedliche Wachstumsraten der Stamme Xcv 85-10 und

Xcv 85-104AxopC in planta zuruckzuflihren waren, wurden Wachstumskurven dieser Stamme

angefertigt.
ODs00 0,301 W Xcv 85-10 pH 7,0
O Xcv 85-10AxopC pH 7,0
0,251 O Xcv 85-10pH 5,3 s
O Xcv 85-104xopC pH 5,3
0,20+ e RN
T
0,15 )
Abb. 3.14: Xcv
0,101 85-10 und Xcv
85-104AxopC
zeigen keinen
0,05 Wachstums-
unterschied in
0,00+ - - - . " vitro.
0 2 4 6 8 Xcv wurden in
. einer Zelldichte
Zeit [h] von 10°

Zellen/ml in MA pH 7,0 bzw. 5,3 angeimpft. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten.
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Zunachst wurden in vitro-Wachstumskurven in Minimalmedium (MA) unter nicht-hrp-
induzierenden (pH 7,0) und hrp-induzierenden (pH 5,3) Bedingungen aufgenommen. Es
konnte in keinem Experiment ein deutlicher Wachstumsunterschied zwischen den beiden
Xcv-Stammen beobachtet werden (Abb. 3.14).

Um die in planta-Wachstumsraten der Xcv-Stamme zu bestimmen, wurden in planta-
Wachstumskurven aufgenommen. Als Kontrolle diente wie bei den electrolyte leakage-
Messungen ein Xcv-Stamm ohne funktionelles Typ-lll-Sekretionssystem (Xcv 85-104hrcN),
welcher nicht mehr pathogen ist. Das in planta-Wachstum von AhrcN ist stark reduziert
(Dissertation C. Lorenz, 2009).

E 7] Abb. 3.15: Xcv 85-
w4 10 und Xcv 85-
< 10 10AxopC zeigen
i keinen Wachstums-
—+— Xcv 85-10 unterschied in
10% 1 —+ Xcv 85-10AxopC ;lanta-d ’
—— i cv wurden mi
. Xcv 85-104hreN Zelldichten von 4 x
104 Zellen/ml in
10° T T T T T T 1 suszeptible ECW

0 2 4 6 8 10 12 14 inokuliert. Das bak-

Zeit nach Infektion [Tage] \t:unrzleleu\év:fh;\fv%rl‘;

Tagen analysiert. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Proben aus drei
verschiedenen Pflanzen. KBE, Kolonie-bildende Einheit. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei
Experimenten.

Auch in planta wurden keine Unterschiede im Wachstum der Xcv-Stamme 85-10 und 85-
10AxopC detektiert (Abb. 3.15). Anhand dieser Daten konnte ein allgemeiner

Wachstumsvorteil von Xcv 85-10AxopC gegenuiber Xcv 85-10 ausgeschlossen werden.

3.6 XopC induziert die Expression von 1,3-B-Glucanase

Auf Grund der Fahigkeit zur Verzogerung der AvrBs1-HR scheint XopC die Abwehr-

mechanismen der Pflanze modulieren zu konnen. Um dies genauer zu untersuchen, wurden
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die Transkriptakkumulationen verschiedener PR (pathogenesis related)-Gene wahrend der
Infektion von Paprika ECW-10R-Pflanzen mit den Stammen Xcv 85-10 und Xcv 85-10AxopC
analysiert. Als Kontrollen dienten unbehandelte (-), mit MgCl; infiltrierte sowie mit Xcv 85-
10AhrcN inokulierte Blatter. Es wurden die Transkriptakkumulationen von insgesamt funf
verschiedenen PR-Genen (PR1a, PR4, PR10, SGT1 und 1,3-8-Glucanase) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion der Pflanzen mit Xcv mittels semiquantitativer RT-PCR
analysiert, wobei die Transkriptakkumulation des Elongationsfaktors 1a (EF-71a) als
Normierung dienten. Die Expression des 1,3-B-Glucanase-Gens wurde 6 hpi reproduzierbar
durch Xcv 85-10, nicht aber durch Xcv 85-104xopC induziert (Abb. 3.16A). Fir die
Markergene PR1a, PR4, PR10 und SGT1 waren die Analysen nicht auswertbar, da die

Resultate in den biologischen Replikaten zu grofe Schwankungen zeigten.

Um die Transkriptakkumulationen zu quantifizieren, wurden gPCR-Analysen durchgefiihrt,
wobei der EF-1a ebenfalls als Normierungsfragment diente. Mit MgCly infiltriertes
Pflanzenmaterial (MgClz2) diente als Referenz fur die Quantifizierung der Unterschiede in
der Transkriptakkumulation der 1,3-8-Glucanase in den Proben (Abb. 3.16B). Die
ermittelten Transkriptmengen des 1,3-B-Glucanase-kodierenden Gens waren fur Xcv 85-
10AxopC und Xcv 85-104hrcN kleiner als der Referenzwert. Dagegen konnte fiir Xcv 85-10
eine um den Faktor 300 hohere Expressionsrate im Vergleich zur Referenz und eine um den
Faktor 1000 hohere Expressionsrate im Vergleich zu dem mit Xcv 85-10AxopC inokulierten
Blattmaterial bestimmt werden (Abb. 3.15B). Dies galt jedoch nur flr Proben, die 4 oder 6
hpi der Pflanzen mit Xcv genommen wurden. Zu friheren (2 hpi) oder spateren (8 oder 12
hpi) Zeitpunkten lieB sich kein Unterschied in der Transkriptmenge der 1,3-B8-Glucanase
zwischen mit Xcv 85-10 bzw. Xcv 85-10AxopC inokuliertem Blattmaterial nachweisen (Daten

nicht gezeigt).
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A Xcv 85-10
- MgCl, Wt  AxopC AhrcN

B

1,3-B-Glucanase

EF-1a

Abb. 3.16: 1,3-8-Glucanase-
Transkripte akkumulieren 4 hpi
von Paprika ECW-10R-Pflanzen
mit Xcv 85-10, jedoch nicht

1000~ nach Inokulation mit Xcv 85-
104AxopC.
A, Semiquantitative RT-PCR. EF-
1a wurde als Kontrolle fur
o 100 4 identische RNA-Mengen benutzt.
P B, Quantitative real-timePCR.
55 Die Transkriptmenge der 1,3-8-
g e Glucanase in mit MgClz
o % 10 - inokuliertem Blattmaterial wurde
v S 1 gesetzt. MgClz, mit Puffer
E % infiltriertes Blattmaterial; 85-10,
{8 = mit Xcv 85-10 inokuliertes Blatt-
v 14 material; AxopC, mit Xcv 85-10
AxopC inokuliertes Blattmaterial;
AhrcN, mit Xcv 85-10AhrcN in-
okuliertes Blattmaterial. Die
Standardabweichungen sind
0,1 angegeben. Das Experiment

MgCl, Wt AxopC AhrcN wurde dreimal mit vergleichbaren
Xcv 85-10 Ergebnissen durchgefuhrt.

Da durch die semiquantitative RT-PCR ein starkeres Signal fur mit Xcv 85-10 inokuliertes
Material als fur alle anderen analysierten Proben detektiert wurde und in der gPCR eine
deutlich erhohte Transkriptmenge fur diese Probe im Vergleich mit den Kontrollen ermittelt
wurde, kann geschlussfolgert werden, dass die Anwesenheit von xopC in Xcv zu einer
erhohten Transkriptmenge der 1,3-8-Glucanase in den infizierten Pflanzen zu einem friihen
Zeitpunkt der Infektion fuhrt.

Weiterfuhrend wurde analysiert, ob die Steigerung der Transkriptmenge der 1,3-B-
Glucanase zu einer erhohten Aktivitat des Enzyms in den inokulierten Pflanzen fihrt,
indem die Aktivitaten der 1,3-B-Glucanase der mit den Stammen Xcv 85-10, Xcv 85-
10AxopC und Xcv 85-104hrcN behandelten Pflanzenproben gemessen wurden. Als Referenz
diente hier ebenfalls mit MgClz infiltriertes Blattmaterial. Zunachst wurde ein
Aktivitatstest zur Bestimmung der 1,3-B-Glucanase-Aktivitat etabliert. Dabei wird die

Glukosemenge gemessen, die durch die 1,3-B-Glucanase in vitro von langkettigen Glukanen
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abgespalten wird. Die 1,3-B-Glucanase des Extrakts aus mit MgCl: infiltriertem
Blattmaterial hatte eine Gesamtaktivitat, die nahezu identisch mit den Werten in mit Xcv
85-10AxopC bzw. Xcv 85-104AhrcN infizierten Blattern war. Hingegen war die
Gesamtaktivitat der 1,3-B-Glucanase in mit Xcv 85-10 infizierten Blattern um den Faktor
1,7 erhoht (Abb. 3.17).

80 Abb. 3.17: Die 1,3-B-Glucanase-

70 4 Aktivitdt in Proteinextrakten aus
- Paprika ECW-10R-Blattern 6 hpi mit
E 60 - Xcv 85-10 ist hoher als 6 hpi mit Xcv
= 85-10AxopC.
-g 50 4 6 hpi wurden Proteinextrakte aus
= inokuliertem Blattmaterial gewonnen
& 40 - und auf 1,3-B-Glucanase-Aktivitat un-
on tersucht. Es sind die Mittelwerte aus
=2 30 Triplikaten dargestellt, die Standard-
= abweichungen sind angegeben.

k:n 20 - MgClz, mit MgCl; infiltriertes Blattma-
c terial; 85-10, mit Xcv 85-10 inokuliertes
10 - Blattmaterial; AxopC, mit Xcv 85-10

AxopC inokuliertes Blattmaterial;
0 - AhrcN, mit Xcv 85-10AhrcN inokuliertes
MgCl, 85-10 AxopC AhreN Blattmaterial. Das Experiment wurde
dreimal mit vergleichbaren Egebnissen
Xcv 85-10 durchgefiihrt.

Es konnte somit nachgewiesen werden, dass die relative mRNA-Menge des 1,3-B-Glucanase-
Gens sowie die Enzymaktivitat der 1,3-B8-Glucanase in Abhangigkeit von xopC in mit Xcv 85-

10 infizierten Pflanzen erhoht werden.

3.7 Identifizierung von pflanzlichen XopC-Interaktoren

Fur Effektoren wird im Allgemeinen angenommen, dass sie den pflanzlichen Metabolismus
modulieren. Das legt die Vermutung nahe, dass zumindest einige Effektorproteine mit
pflanzlichen Proteinen interagieren konnen, um diese direkt oder indirekt zu beeinflussen.
Da XopC die AvrBs1-abhangige HR verzogert, wurde nach Wirtsproteinen gesucht, die mit

XopC interagieren.
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3.7.1 Hefe-Di-Hybrid-Analysen identifizieren einen XopC-Interaktor aus C. annuum

Zur Identifizierung von pflanzlichen Proteinen, die mit XopC interagieren, wurde eine
Hefe-Dihybrid-Sichtung durchgefiihrt. Dabei diente XopC als Koder und eine Paprika-cDNA-
Bibliothek als Beute (Kapitel 2.4). Der Reporterstamm wurde mit dem GAL4-AD::XopC-
Fusionskonstrukt transformiert und zeigte keine Autoaktivierung. Die Paarung von Koder-
und Beutestamm ergab 8,7 x 10¢ diploide Zellen. Nach sechs bis acht Tagen wurden 92
Kolonien isoliert, die auf Selektivmedium wuchsen. Aus diesen 92 Kolonien wurden die
Beuteplasmide isoliert und die korrespondierenden Proteine gerichtet auf spezifische
Interaktion mit XopC untersucht. Dazu wurde der Hefestamm AH109 mit dem GAL4-
AD::XopC-Fusionskonstrukt und jeweils einem der Beuteplasmide kotransformiert. Als
Kontrolle fur die Spezifitat wurde jeweils ein GAL4-AD::LaminC-Fusionskonstrukt mit
jedem der 92 Beuteplasmide in AH109 kotransformiert. 80 Kandidaten zeigten bei
Koexpression mit LaminC Reporteraktivitat und galten somit als unspezifisch. Zwolf der
identifizierten potenziellen XopC-Interaktoren zeigten bei Koexpression mit LaminC kein
Wachstum auf Selektivmedium und galten somit als spezifisch. Die DNA-Fragmente der
zwolf Beuteplasmide, welche die cDNAs der spezifischen Interaktoren trugen, wurden
sequenziert. Auf Basis der Sequenzanalysen wurde in C. annuum-EST-Datenbanken
(SolGene) nach annotierten expressed sequence tags (EST) gesucht. Dabei konnten alle
zwolf Sequenzen, von denen einige identisch waren, der consensusID cacn7895 zugeordnet

werden, welche einen ORF (open reading frame) von 978 bp beinhaltet (Abb. 3.18).

153 1030 1435

I
cacn7895 5'- I - 3

ORF 5 I -3

Fragment #1 5- -3 4 x
Fragment #2 5- -3 3x
Fragment #3 5'- -3 2 x
Fragment #4 5 -3 2 X
Fragment #5 5- -3 1x

Abb. 3.18: Schematische Darstellung der Fragmente der in der Hefe-Dihybrid-Sichtung gefundenen
Beuteplasmide im Verhaltnis zu cacn7895 und dem ORF.

Die Zahlen rechts zeigen die Haufigkeit des jeweiligen Fragmentes unter den zwolf spezifischen
Interaktionspartnern.
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In BLASTN-Analysen wurde neben einer nicht naher beschriebenen Tomaten-mRNA
Homolgie des ORFs aus cacn7895 zum vollstandigen ORF einer zytosolischen O-

Acetylserin(thiol)lyase (OAS-TL) aus S. tuberosum gefunden.

Die GenBank-Akzessionsnummer der mRNA der cytosolischen O-Actylserin(thiol)lyase aus S.
tuberosum (StOAS-TL) lautet AB023951.2, die der resultierenden ORF, welche 978 bp
enthalt, BAB20861.1. In der Protein Knowledgebase (UniProtKB) findet man das StOAS-TL-
Protein unter dem Namen Q9FS27_SOLTU.

Der in cacn7895 enthaltene ORF enthalt 978 bp und hat 94,4 % Nukleotididentitat mit dem
ORF der StOAS-TL. Das resultierende Protein aus dem in cacn7895 enthaltenen ORF hat 96%
As-ldentitat mit StOAS-TL.

Anhand dieser Information wurden Oligonukleotide fiir die Amplifikation des vollstandigen
ORFs aus cacn7895 aus C. annuum cDNA abgeleitet. Der ORF, welcher vorlaufig Capsicum
annuum OAS-TL (CaOAS-TL) genannt wurde, wurde amplifiziert und in den Beutevektor des

Hefe-Dihybrid-Systems kloniert.

Das resultierende Protein CaOAS-TL wurde auf Interaktion mit XopC in Hefe getestet.

%
(¢
@

LaminC XopC CaOAS-TL

[ e S

LaminC

&

Abb. 3.19: Die Interaktion von XopC und CaOAS-
TL in Hefe ist spezifisch.
P Es wurden die Sequenzen von laminC, xopC und

XopC . CaOAS-TL in den Kdédervektor und in den

Beutevektor eingefiihrt. Die mit den

entsprechenden Plasmiden transformierten Hefen
wurden auf Wachstum auf vierfach
Selektivmedium und Reporteraktivitat untersucht.
LaminC diente als Positivkontrolle fur das System
und als Spezifitatskontrolle fiir die Interaktion
zwischen XopC und CaOAS-TL. X, nicht
getestet.Das Experiment wurde dreimal mit
vergleichbaren Egebnissen durchgefiihrt.

CaOAS-TL

LaminC diente in diesem Ansatz sowohl als Negativkontrolle fur die Interaktion mit XopC
und CaOAS-TL als auch als Positivkontrolle, da bekannt ist, dass LaminC dimerisiert (Havre
& Evans, 1983). Wird der Reporterstamm AH109 mit einem GAL4-AD::LaminC- und einem

GAL4-BD::LaminC-Fusionskonstrukt kotransformiert, ist die Hefe in der Lage, auf vierfach
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Selektivmedium zu wachsen. Kotransformation mit GAL4-AD::XopC- bzw. GAL4-AD:: CaOAS-
TL-Fusionskonstrukten und GAL4-BD::LaminC fuhrte nicht zum Wachstum von AH109.
Koexpression von GAL4-AD::XopC und GAL4-BD::CaOAS-TL bzw. GAL4-AD::CaOAS-TL und
GAL4-BD::XopC fuhrte zum Wachstum der Hefe auf Selektivmedium. Somit konnte bestatigt
werden, dass XopC und CaOAS-TL in Hefe spezifisch interagieren (Abb 3.19).

3.7.2 CaOAS-TL hat Homologie zu pflanzlichen, zytosolischen O-Acetylserin-
(thiol)lyasen

Mittels BLASTP wurden zu dem vorhergesagten Proteins CaOAS-TL homologe Proteine
identifiziert. = CaOAS-TL  zeigt Homologie zu  mehreren  zytosolischen  O-

Acetylserin(thiol)lyasen (OAS-TL) aus verschiedenen Pflanzen.

Tabelle 3.1: Pflanzliche, zytosolische OAS-TLs sind hochkonserviert.

Name Organismus Sequenzidentitat
StOAS-TL Solanum tuberosum 96%
OAS-TL Nicotiana tabacum 95%
OAS-TL Sesamum indicum 89%
OAS-TL Cucumis melo subsp. melo 89%
AtOAS-TLA Arabidopsis thaliana 87%
OAS-TL Citrullus lanatus subsp. vulgaris 87%
GsOAS-TL Glycine soja 85%
OAS-TL Triticum aestivum 84%
OAS-TL Oryza sativa Japonica 83%

Die Aminosaureidentitat von CaOAS-TL mit pflanzlichen, zytosolischen OAS-TLs liegt im
Allgemeinen bei Uber 80% (Tabelle 3.1).
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CaOAS-TL
AtOAS-TLA
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NEPOUAGONER LR LB DU LM ANCR RN KIR 20 SIS

(FGERYLSSVLEFERR/RREALNMINENS ¥4 Bildung der Schiff'schen Base

[FGERYLSTVLFDERYRKE A ERVM Thy EFA B4 Interaktion mit PLP
B4 Interaktion mit dem Substrat

Abb. 3.20: CaOAS-TL hat typische Eigenschaften von OAS-TLs.

WeiBes Zeichen auf rotem Grund, Bildung der Schiff'schen Base; weiBes Zeichen auf blauem Grund, mit
Pyridoxalphosphat interagierende Aminosauren; weiBes Zeichen auf griinem Grund, mit dem Substrat
interagierende As; Schwarze Boxen, identische Aminosauren; graue Boxen, Aminosauren mit gleichen
Eigenschaften. AtOAS-TL, zytosolische OAS-TL aus A. thaliana; CaOAS-TL, zytosolische OAS-TL aus C. annuum.
ClustalWw, Bild: BoxShade.

OAS-TLs haben typische Eigenschaften, die auch bei CaOAS-TL zu finden sind. Dazu zahlen

eine Interaktionsstelle fur den Kofaktor Pyridoxalphosphat (PLP), eine Interaktionsstelle fur

das Substrat O-Acetylserin sowie ein Lysin zur Bildung einer Schiff'schen Base mit dem
Substrat wahrend dessen Umsatz (Abb. 3.20).

Abb. 3.21: CaOAS-TL lasst sich
auf eine OAS-TL modellieren.
Uberlagerung der bekannten
Struktur der zytosolischen OAS-
TL aus A. thaliana (1Z7W .pdb,
griin) mit der modellierten
Struktur von CaOAS-TL (rot).

Bild: Pymol

61



3 ERGEBNISSE

CaOAS-TL konnte via SwissModel auf die Rontgenkristallstrukturen bekannter OAS-TLs
modelliert werden, wie in der Abbildung 3.21 am Beispiel der gut untersuchten
zytosolische OAS-TL aus A. thaliana (AtOAS-TL A; 1Z7W.pdb) dargestellt ist. Unterschiede

zwischen beiden Molekilen sind nicht zu erkennen.

3.7.3 CaOAS-TL lokalisiert im Zytoplasma und dem Nukleus

Auf Grund der Homologie von CaOAS-TL zu zytosolischen OAS-TLs aus anderen
Pflanzenspezies und der Vermutung, dass es sich bei dem ermittelten Interaktionspartner
von XopC (Kapitel 3.7.1) um ein zytosolisches Protein handelt, wurde die subzellulare
Lokalisierung von CaOAS-TL analysiert. Zu diesem Zweck wurde CaOAS-TL translationell C-
bzw. N-terminal mit eGFP fusioniert. Die Konstrukte fiir CaOAS-TL-eGFP-Fusionsproteine
wurden Agrobacterium-vermittelt unter der Kontrolle des CaMV-35S-Promotors transient in
der Modellpflanze N. benthamiana exprimiert. Als Kontrollprotein diente eGFP. 48 Stunden
nach Inokulation mit Agrobacterium wurden Proben entnommen und mit dem LSM

analysiert.

Wie Abb. 3.22A zeigt, ist die Fluoreszenz von eGFP wie erwartet im Zytoplasma und dem
Nukleus der Pflanzenzellen detektierbar (Abb. 3.22A oben). Beide eGFP-Fusionsproteine
von CaOAS-TL wurden ebenfalls sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus detektiert (Abb.
3.22A). In allen Proben sind zytoplasmatische Strange zu erkennen. Anhand des
Immunoblots (Abb. 3.22B) lasst sich sagen, dass die CaOAS-TL-eGFP-Fusionsproteine stabil

waren und die detektierten Signale demnach nicht auf Abspaltung von eGFP beruhten.
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A B
Chloroplasten GFP uberlagert

(,, o
eGFP & &F &
& &

70— *

eGFP::CaOAS-TL

35 — | —

CaOAS-TL::eGFP kDa a-GFP

Abb. 3.22: CaOAS-TL lokalisiert im Zytoplasma und dem Nukleus von N. benthamiana.

A, Agrobacterium-Stamme mit pK7WGF2, pK7FWG2_CaOAS-TL oer pK7WGF2_CaOAS-TL wurden in N.
benthamiana-Blatter inokuliert (10° Zellen/ml). Die Proben wurden 48 hpi analysiert. GFP, eGFP; CaOAS-
TL::GFP, CaOAS-TL mit C-terminalem eGFP; GFP::CaOAS-TL, CaOAS-TL mit N-terminalem eGFP. Der
GroBRenstandard betragt 20 pym.

B, Nachweis der CaOAS-TL-eGFP-Fusionsproteine mittels Immunoblot mit GFP-spezifischen Antikorpern in
Proteinextrakten aus inokuliertem Pflanzenmaterial. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei
Experimenten.

Die mikroskopischen Studien zeigten, dass XopC und CaOAS-TL die gleiche subzellulare

Lokalisation im Zytoplasma und dem Zellkern aufweisen.

3.8 XopC und CaOAS-TL interagieren in planta

Um die Interaktion von XopC und CaOAS-TL in planta zu verifizieren, wurden zwei
verschiedene experimentelle Ansatze gewahlt, die Koimmunoprazipitation und die

bimolekulare Fluorenzenzkomplementation (BiFC).

3.8.1 Koimmunoprazipitationsanalysen zeigen eine Interaktion von XopC und CaOAS-TL

Bei der Koimmunoprazipitation (KolP) kann durch die Immobilisierung des einen
Interaktionspartners Uber einen Epitop-spezifischen Antikorper an eine IgG-Matrix der
zweite Interaktionspartner koprazipitiert und detektiert werden. In diesem Fall XopC uber

einen HA-Epitop-spezifischen Antikorper immobilisiert und CaOAS-TL uber ein c-Myc-Epitop
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detektiert, zum anderen wurde CaOAS-TL Uber einen HA-Epitop-spezifischen Antikorper
immobilisiert und XopC Uber ein c-Myc-Epitop detektiert. Die entsprechenden Konstrukte
wurden Agrobacterium-vermittelt in N. benthamiana exprimiert und 48 hpi analysiert.
Durch Immunoblotanalysen des Pflanzenextraktes (TE) konnte die erfolgreiche Expression

aller Fusionproteine in planta nachgewiesen werden (Abb. 3.23 links).

Weiterhin zeigte sich, dass das c-Myc-Fusionsprotein von CaOAS-TL mit dem HA-
Fusionprotein von XopC koprazipitiert wurde. Eine schwachere Koprazipitation von XopC
durch CaOAS-TL war nachweisbar (Abb. 3.23 oben).

TE KolP (a-HA)

OAS-TL::c-myc -  + + - -+ - -
OAS-TL::HA - - -+ - -+ o+
XopC::c-myc  + - - + +
XopC::HA - + - - + o+ - -

130 —

72—
55 —

|<— CaOAS-TL

40 —

130 — |« xopc

72 —
55 — - | < Kreuzreaktion

40 — ~ |<—ca0aAs-TL

kDa

Abb. 3.23: XopC und CaOAS-TL koimmunoprazipitieren.

Flir Koimmunoprazipitationsexperimente wurden die Proteine Agrobacterium-vermittelt in N. benthamiana
exprimiert. Gesamtproteinexrakte (TE) wurden auf Expression der Proteine untersucht. Koimmunoprazipitate
(Ko-IP) wurden auf Bindung der HA-Epitop-markierten Proteine an die Beads (unten) und
koimmunoprazipitierte, cMyc-Epitop-markierte Proteine (oben) getestet. Das als “Kreuzreaktion” bezeichnete
Signal lasst sich vermutlich auf die Detektion der leichten Kette des c-Myc-spezifischen Antikorpers
zuriickfuhren, welcher zu Prazipitation verwendet wurde. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei
Experimenten.
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3.8.2 XopC und CaOAS-TL interagieren in BiFC-Analysen

Bei der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation werden zwei potenzielle
Interaktionspartner mit dem C- bzw. dem N-terminalen Teil von YFP (yellow fluorescent
protein) fusioniert. Diese Konstrukte werden Agrobacterium-vermittelt transient in N.
benthamiana koexprimiert. Interagieren die Zielproteine miteinander, gelangen beide Teile
des YFP in raumliche Nahe, was zu einer Fluoreszenz fiihrt, welche mittels LSM detektiert
werden kann (Walter et al., 2004).

XopC::YFPy CaOAS-TL::YFPy LaminC::YFPy

Abb. 3.24: XopC und
CaOAS-TL interagieren in
BiFC-Analysen.
Agrobacterium-Stamme
mit pSPYNE bzw.
pGWB735.1 mit den
entsprechenden
Konstrukten wurden in N.
benthamiana-Blatter
inokuliert (10° Zellen/ml)
und 48 hpi mittels LSM
analysiert. Der GroBen-
standard betragt 20 pm.
Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis
aus drei Experimenten.

YFPc::XopC

YFPc::CaOAS-TL

YFP:::LaminC

XopC, CaOAS-TL und das Kontrollprotein LaminC wurden jeweils mit dem C- und mit dem
N-terminalen Teil von YFP fusioniert. Diese Konstrukte wurden in unterschiedlichen
Kombinationen transient in N. benthamiana exprimiert und die Pflanzenzellen auf

Fluoreszenz untersucht.
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Die Koexpression von XopC oder CaOAS-TL mit LaminC zeigte keine Fluoreszenz, sodass
keine Interaktion eines der beiden untersuchten Proteine mit LaminC nachzuweisen war.
Bei der Koexpression beider LaminC-Konstrukte konnte dagegen Fluoreszenz detektiert
werden (Abb. 3.24), da LaminC dimerisiert (siehe Y2H). Die Koexpression der beiden
CaOAS-TL-Konstrukte fuhrte zu Fluoreszenz (Abb. 3.24), was auf die bekannte
Dimerisierung von OAS-TLs zuriickzufiihren ist (Hell et al., 2002). Wurden XopC und CaOAS-
TL koexprimiert, konnte in beiden Kombinationen von YFPn- und YFPc-Konstrukten
Fluoreszenz detektiert werden (Abb. 3.24). Dies lasst den Schluss zu, dass XopC und
CaOAS-TL in planta interagieren. Bei der Koexpression beider XopC-Konstrukte konnte
ebenfalls Fluoreszenz detektiert werden, was bedeutet, dass XopC offensichtlich mit sich
selbst interagiert. Dies konnte durch vorlaufige Gelfiltrationsanalysen bestatigt werden,
welche auf XopC-Oktamere hindeuten (Daten nicht gezeigt). Alle detektierten Signale
befanden sich im Zytoplasma oder dem Nukleus, was mit den Lokalisierungsstudien von
XopC und CaOAS-TL korreliert.

1234567829 123 456789

kDa
130— -« XopC
70— | —
- - <« CaOAS-TL
40— e — - <«LaminC
gill. ™ U W
F
130— -« XopC
-k - <« Ca0AS-TL
A=) w- - w <«LaminC
et £+ 3 1 1 % -z
a-c-My —— -Efc-Myc
30 sec 5 min

Abb. 3.25: Nachweis der in der BiFC verwendeten Proteine.

Zwei Filme wurden durch dieselbe Membran 30 Sekunden bzw. fiinf Minuten belichtet.

1, CaOASTL::YFPy /YFPc::XopC; 2, LaminC::YFPw/YFPc::XopC; 3, CaOAS-TL::YFPy/YFPc::LaminC; 4, XopC:
:YFPy/YFPc::CaOAS-TL; 5, LaminC::YFPy/YFPc::CaOAS-TL; 6, XopC::YFPy/YFPc::LaminC; 7, XopC::YFPy/
YFPc::XopC; 8, CaOAS-TL::YFPy/YFPc::CaOAS-TL; 9, LaminC::YFPy/YFPc::LaminC. *, Dimer. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis aus den drei Experimenten, deren Proben ebenfalls fiir die LSM-Analysen verwendet
wurden.
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In Immunoblotanalysen des Pflanzenmaterials mit HA- bzw. c-Myc-spezifische Antikorper
konnten alle Fusionsproteine nachgewiesen werden. Die Signalintensitat der einzelnen
Proteinbanden war unterschiedlich, was auf unterschiedlich effiziente Expression der
Fusionsproteine hinwies (Abb. 3.25). Desweiteren wurden fur alle drei Proteine Dimere
detektiert.

Zusammenfassend konnte die in planta-Interaktion von XopC und CaOAS-TL mittels

Koimmunoprazipitation und BiFC bestatigt werden.

3.9 Charakterisierung der CaOAS-TL

In der Literatur gibt es bisher keine Information zu dem hier identifizierten XopC-
Interaktor CaOAS-TL, sondern ausschlieBlich zu Homologen aus anderen Pflanzenspezies.
Daher wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt, um die vermutete Funktion des

Enzyms naher zu charakterisieren.

3.9.1 CaOAS-TL hat in vitro-Aktivitat

Sowohl die Sequenz- als auch die Strukturhomologie zwischen AtOAS-TLA und CaOAS-TL
lassen vermuten, dass es sich bei dem Protein um eine funktionelle, zytosolische OAS-TL
aus C. annuum handelt. Fur die Untersuchung der CaOAS-TL auf in vitro-Aktivitat, wurde
ein Zwei-Komponenten-OAS-TL-Aktivitatstest nach Gaitonde (Kapitel 2.12) verwendet. Die
Grundlage dieses Aktivitatstests ist die Synthese von Cystein aus O-Acetylserin (OAS) und
NazS.

Um die Enzymaktivitat der rekombinanten CaOAS-TL analysieren zu konnen, wurde CaOAS-
TL heterolog in E. coli Uiberexprimiert und durch die native Interaktion mit AtSAT gereinigt.
Die effiziente Reinigung von AtSAT und vor allem CaOAS-TL wurde durch eine SDS-PAGE und
im Immunoblot mittels Hise- und AtOAS-TL-spezifischen, polyklonalen Antikorpern
verifiziert (Abb. 3.26).

Fir CaOAS-TL konnte ein Molekulargewicht von 34,4 kDa berechnet werden, das
Molekulargewicht von Hise::AtSAT betragt 33,5 kDa (Uniprot Database). Die
korrenspondierenden Signale im Coomassie-gefarbten SDS-PAA-Gel (Abb. 3.26A) und dem
Immunoblot liegen etwa bei den erwarteten GroBen (Abb. 3.26), wobei das apparente

Molekulargewicht der AtSAT groBer ist.
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kDa - Abb. 3.25: Verifizierung der Reinheit und Identitat von
rekombinanter CaOAS-TL und AtSATS.
40— CaOAS-TL (A links, B) und Hise::AtSAT5 (A rechts, C)
35— — A, Coomassie-gefarbte SDS-PAGE; B, Immunoblot (OAS-TL-
- - - spezifische Antikorper); C, Immunoblot (His¢-spezifische
25— Antikorper). Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei
Allo-0as-TL Bllo-His C Experimenten.

Als Negativkontrolle und Referenzwert des OAS-TL-Aktivitatstests diente eine Probe, bei
der der Start der Reaktion inhibiert wurde. Mit der gereinigten CaOAS-TL wurde der OAS-
TL-Aktivitatstest durchgefuhrt, wobei in vitro-Aktivitat von CaOAS-TL nachgewiesen
wurde. Auf Grund des Aktivitatstests konnten katalytische Konstanten fir CaOAS-TL

bestimmt werden (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Katalytische Konstanten verschiedener OAS-TLs.

OAS-TL Km (NazS) Km (OAS)
CaOAS-TL 317 uM 1,88 mM
AtOAS-TL 3-6 UM 0,3-0,7 mM
OAS-TL aus Citrullus lanatus - 1,5 mM
OAS-TL aus Pisum sativum - 2,1 mM
OAS-TL aus Spinacia oleracea - 2,9 mM

CaOAS-TL: diese Arbeit (gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten), andere Daten: Wirtz &

Hell, 2006; http://www.brenda-enzymes.org

Die fir CaOAS-TL ermittelte Michaelis-Menten-Konstante fur OAS liegt im Bereich anderer
pflanzlicher OAS-TLs (Wirtz & Hell, 2006; http://www.brenda-enzymes.org), die Ky flr

Na.S erscheint jedoch hoher als die anderer pflanzlicher OAS-TLs.

3.9.2 CaOAS-TL zeigt in vivo-Aktivitat

In dem E. coli-Stamm NK3 liegt eine Punktmutation des bakteriellen OAS-TL-Gens vor,

welche zu einem Funktionsverlust des Enzyms fuhrt (Hulanicka et al., 1986). Aus diesem
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Grund ist der Stamm NK3 auxotroph fur Cystein und nicht in der Lage, auf Minimal (M9)-
Medium zu wachsen, welches kein Cystein enthalt. Wird die OAS-TL aus E.coli (EcOAS-TL)
ektopisch in E. coli NK3 exprimiert, wird dieser Wachstumsverlust komplementiert
(Hulanicka et al., 1986).

Eine Komplementation kann ebenso mit der ektopischen Expression pflanzlicher OAS-TLs
erzielt werden (Noji et al., 1994; Zhang et al., 2008). Mit diesem System kann folglich die
in vivo-Aktivitat der CaOAS-TL uUberprift werden. Die Proteine wurden dazu unter der

Kontrolle des IPTG-induzierbaren T7-Promotors synthetisiert.

Als Negativkontrolle diente AtSAT, als Positivkontrolle wurde AtOAS-TL verwendet.

2x 10° 10° 10* 10° 10° 10° 10° 10* 10’ 10° E. coli
ALSAT5
AtOAS-TLa

CaOAS-TL

M9 + IPTG

Abb. 3.27: CaOAS-TL hat in vivo-Aktivitat.

CaOAS-TL komplementiert den Cystein-auxotrophen E. coli-Stamm NK3 (cysK- cysM-). E. coli NK3 wurde mit
pET3d_CaOAS-TL, pET3d_AtOAS-TL (Positivkontrolle) bzw. pET28a_AtSAT5 (Negativkontrolle) transformiert.
Verdiinnungreihen der Bakterien wurden auf LB-Medium (links) und M9-Minimalmedium ohne Cystein (rechts)
getropft. Dem Minimalmedium wurde 1mM IPTG zugefiigt, da alle Proteine von einem induzierbaren T7-
Promotor exprimiert wurden. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten.

Wahrend alle transformierten NK3-Zellen in der Lage waren, auf Vollmedium (LB) zu
wachsen, waren nur die NK3-Zellen in der Lage, auf Minimalmedium zu wachsen, die
entweder CaOAS-TL oder die Positivkontrolle ektopisch exprimierten (Abb. 3.27). Die
exprimierten Proteine wurden mittels Immunoblot nachgewiesen. Die Detektion der OAS-
TLs erfolgte mittels eines AtOAS-TL-spezifischen Antikorpers, die der AtSAT mittels eines
Hise-Antikorpers (Daten nicht gezeigt).

Daraus wird geschlussfolgert, dass CaOAS-TL auch eine in vivo funktionelle OAS-TL ist.
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3.10 XopC, jedoch nicht XopCpe93a, fordert die Aktivitat der CaOAS-TL in vitro

Auf Grund der Interaktion zwischen XopC und CaOAS-TL, stellte sich die Frage, ob XopC
einen direkten Einfluss auf die CaOAS-TL-Aktivitat nimmt. Daher wurde der Zwei-
Komponenten-OAS-TL-Aktivitatstest in Anwesenheit von XopC bzw. XopCpe93a durchgefiihrt.
Als Kontrollproteine wurden BSA und AvrBs3 verwendet. Fir in vitro-Analysen wurden Hise-
Fusionsproteine von XopC, dem Derivat XopCps93a und eines Kontrollproteins (AvrBs3)
heterolog in E. coli Uberexprimiert und mittels Affinitatschromatografie gereinigt. Identitat
und Reinheit der Proteine wurde durch eine SDS-PAGE und im Immunoblot analysiert.
Neben den Signalen, die dem Volllangenprotein entsprechen (ca. 112 kDa), waren Signale
bei ca. 60 kDa zu erkennen. Die Immunoblotanalyse (Abb. 3.28B) bestatigte, dass es sich
um Degradationsfragmente von XopC bzw. XopCps93a handelte. Da diese in beiden Derivaten
identisch waren, wurden die Proteine fiir den OAS-TL-Aktivitatstest eingesetzt. Im
Coomassie-gefarbten SDS-PAA-Gel von AvrBs3 (Abb. 3.28C) konnten neben dem dem
Volllangenprotein entsprechenden Signal mehrere Degradationsfragmente detektiert

werden, deren Identitat im Immunoblot nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.28D).
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Im Aktivitatstest wurden jeweils 2 ng der rekombinanten, gereinigten CaOAS-TL eingesetzt.
Bei der Durchfuhrung des Assays wurden XopC, XopCps93a bzw. die Kontrollproteine AvrBs3
und BSA (New England Biolabs) den Ansatzen in steigendem Mengenuberschuss zugegeben.
AvrBs3 wurde ausgewahlt, weil es sich ebenfalls um ein Effektorprotein aus Xcv handelt,
der keinen bekannten Einfluss auf den pflanzlichen Schwefelstoffwechsel hat. In der
Abbildung 3.29 sind die relativen Aktivitaten von CaOAS-TL unter Zuagbe der verschiedenen

Proteine dargestellt. 100% Aktitvitat enspricht dabei dem jeweiligen Ansatz ohne Zugabe
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eines Proteins.

Bei 1:1 und 1:5-Mischungen von CaOAS-TL und XopC konnten bereits erhohte Aktivitaten
von CaOAS-TL detektiert werden. Wurde XopC dem Ansatz in mindestens 10fachem
Mengenuberschuss (20 ng) zugegeben, konnten erhohte Aktivitaten von CaOAS-TL
nachgwiesen werden, welche statistisch signifikant sind (p < 0,05). Bei 50fachem
Mengenuberschuss von XopC wurde eine Erhohung der CaOAS-TL-Aktivitat um mehr als 20%
verglichen mit dem Ansatz ohne XopC erreicht. Dies galt nicht fiir die Zugabe von XopCpe93a

oder der Kontrollproteine BSA und AvrBs3 (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29: XopC, jedoch nicht XopCpe93a, fordert die Aktivitat der CaOAS-TL in vitro.

BSA, AvrBs3 (Kontrollen), XopC and XopCpessa Wurden in steigenden Mengen einem Zwei-Komponenten-OAS-TL-
Aktitvitatstest zugefiigt. Dle Zugabe von XopC, jedoch nicht von XopCpessa 0der der Kontrollproteine fiihrte zu
einer steigenden OAS-TL-Aktivitat. Die Ergebnisse von Doppelbestimmungen sowie die Standardabweichungen
sind gezeigt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei Experimenten.

Daraus konnte geschlossen werden, dass XopC allein spezifisch die Aktivitat von CaOAS-TL
in vitro erhoht und dieser Effekt abhangig von der potenziellen HAD-like-Hydrolase-

Domane von XopC ist.
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3.11 Virus-induziertes Gen-Silencing der CaOAS-TL in ECW-10R supprimiert die XopC-
abhangige Verzogerung der AvrBs1-vermittelten HR von Paprika ECW-10R

Da XopC in vivo mit CaOAS-TL interagiert und deren Aktivitat in vitro positiv beeinflusst,
wurde untersucht, ob die CaOAS-TL fur die Verzogerung der AvrBs1-vermittelten HR durch
XopC erforderlich ist. Aus diesem Grund wurde Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS) der
zytosolischen CaOAS-TL in Paprika ECW-10R-Pflanzen auf Basis des tobacco rattle virus
(TRV) durchgefuhrt.

Die Nukleotide 490 bis 978 des ORFs der zytosolischen CaOAS-TL wurden in den Silencing-
Vektor pYL279Amp kloniert und dessen T-DNA Agrobacterium-vermittelt zusammen mit der
T-DNA von pTRV1 in die Pflanze gebracht. Beide Vektoren zusammen ermoglichen die
Assemblierung und systemische Vermehrung des TRV (Liu et al., 2002). Das prozessierte
Transkript des Inserts in pYL279Amp bildet mit der entsprechenden mRNA der CaOAS-TL
Duplexe, welche durch den RISC (RNA-induzierter silencing Komplex) abgebaut werden
(Fire et al., 1998; McManus & Scharp, 2002). Somit wird die effiziente Translation der
zytosolischer CaOAS-TL verhindert. Als Kontrolle wurde der eGFP-ORF in pYL279Amp
kloniert. Die Reduktion der CaOAS-TL-mRNA-Menge in den entsprechenden Silencing-
Pflanzen im Vergleich zu GFP-Silencing-Kontrollpflanzen bzw. Wildtyp-ECW-10R wurde
mittels quantitativer real-time PCR Uberpruft (Abb. 3.30A). Eine Kontrolle ohne die Zugabe
von reverser Transkriptase zeigte, dass keine Kontaminationen durch genomische DNA in
der cDNA vorhanden waren (Daten nicht gezeigt). Als Normierung fiir die cDNA-Mengen
diente EF-1a.

Fir die Amplifikation der CaOAS-TL-mRNA wurde eine Oligonukleotidkombination gewahlt,
die eine Amplifikation eines 478 bp groBen Fragments erlaubt, welches 49 nt der 5-UTR
(untranslatierte Region) beinhaltet. Da dieses Fragment auch einen Teil der UTR umfasst,
wurde die Wahrscheinlichkeit fur eine Amplifikation der mRNA einer der Isoformen der
OAS-TL aus Chloroplasten oder Mitochondrien verringert. In Pflanzen gibt es drei Isoformen
der OAS-TL (zytoplasmatisch, mitochondriell, chloroplastidar; Jost et al., 2000). In der
quantitativen real-time PCR (Abb. 3.30A) konnten fur die Proben aus Wildtyp-ECW-10R- und
siGFP-Pflanzen vergleichbare Mengen von CaOAS-TL-mRNA detektiert werden. Die mRNA-
Menge von CaOAS-TL in der Probe der siCaOAS-TL-Pflanzen betrug etwa 10% verglichen mit
den Kontrollen. Es kann daher davon ausgegegangen werden, dass die Expression der

CaOAS-TL um ca. 90% verringert wurde.

72



3 ERGEBNISSE

Die Silencing-Pflanzen wurden auf ihre Reaktion auf die Inokulation von Xcv 85-10 und Xcv

85-104xopC in Anwesenheit von 50 pM SA untersucht, um den Einfluss der Reduktion

CaOAS-TL-Transkripte auf die Phanotypen der Pflanzen zu analysieren.
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Abb. 3.30: CaOAS-TL ist fiir die XopC-abhangige
Verzogerung der AvrBs1-vermittelten HR
erforderlich.

A, Quantitative real-time PCR von CaOAS-TL-
Transkripten. Die mRNA aus Blattern von Wildtyp-
ECW-10R-Pflanzen, gfp-silencing Kontrollpflanzen
und CaOAS-TL-silencing Pflanzen wurden
analysiert. Die Standardabweichungen sind
angegeben. B, Inokulation von Xcv 85-10 und Xcv
85-104xopC in gfp-silencing Kontrollpflanze und
CaOAS-TL-Silencing-Pflanze. Xcv wurden mit einer
Zelldichte von 10® cfu/ml und 50 pM SA in die
Blatter inokuliert. Im Anschluss wurden die
Pflanzen 3 Tage imGewachshaus bei 16 h Licht,
26°C inkubiert. Zur Verdeutlichung der HR wurden
die Blatter in Ethanol gebleicht. Die Experimente
wurden dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen
durchgefiihrt.
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Wie Abbildung 3.30 zeigt, konnte in CaOAS-TL-Silencing-Pflanzen keinerlei Unterschied
zwischen den mit Xcv 85-10 und Xcv 85-10AxopC inokulierten Bereichen festgestellt
werden. Die HR ist in beiden Fallen gut zu erkennen. Dagegen kann in den Kontrollpflanzen

die typische Verzogerung der AvrBs1-abhangigen HR durch XopC beobachtet werden.

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der Virulenzeffekt von XopC in Form von
Verzogerung der AvrBs1-vermittelten HR von ausreichender Expression der CaOAS-TL

abhangig ist.
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4 Diskussion

4.1 Die Anwesenheit von xopC in Xcv 85-10 verzogert die AvrBs1-vermittelte HR in C.

annuum in Abhangigkeit von SA-Stress

Wird XopC transient in verschiedenen Solanaceen oder Nicht-Solanaceen exprimiert, kann
keine Reaktion der Pflanzen auf XopC festgestellt werden (Kapitel 3.3). Das lasst den
Schluss zu, dass XopC unter den getesteten Bedingungen nicht in der Lage ist, Zelltod,
Chlorose, Nekrose oder andere mit Pathogenitat in Zusammenhang stehende Reaktionen
auszulosen. Diese entstehen haufig bei Befall von Pflanzen mit Pathogenen, um diesen die
Lebensgrundlage zu entziehen und konnen beispielsweise durch XopE, XopB, XopG, XopM
und XopS in verschiedenen Solanaceen ausgelost werden (Thieme et al., 2007; Schulze et
al., 2012).

Der Fortschritt der AvrBs1-vermittelten HR nach Inokulation mit Xcv 85-10 in resistenten
Paprikapflanzen unter Stressbedingungen (SA) wurde durch die Anwesenheit von xopC in
den Bakterien verzogert (3.4.1). Dieses Phanomen lasst sich offensichtlich nicht auf die
Auslosung von Krankheitssymptomen durch Xcv 85-10 bzw. Xcv 85-10AxopC auf suszeptiblen
Paprikapflanzen ubertragen (3.4.2). Dies ist moglicherweise durch die unterschiedlichen
Reaktionen der Pflanzen bezuglich der ROS-Produktion wahrend kompatiblen und
inkompatiblen Interaktionen mit Pathogenen zu erklaren, welche von der SA-Konzentration
abhangt (Chen et al., 1993). Bei der Interaktion von S. lycopersicon mit R. solanacearum
konnte gezeigt werden, dass es bei der kompatiblen Interaktion nur zu einem ROS-Peak
kommt, bei der inkompatiblen Interaktion jedoch mindestens zwei, zeitlich versetzte
Peaks zu beobachten sind (Mandal et al., 2011). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
es bei kompatiblen und inkompatiblen Wirt-Pathogen-Interaktionen zu unterschiedlichen
Prozessen in der Pflanze kommt. In S. lycopersicon konnte ebenfalls ein temporarer
Unterschied der Pflanze in der Reaktion auf die Inokulation mit Xcv 85-10 und Xcv 85-
10AxopC beobachtet werden (3.4.3). Moglicherweise sind dort ahnliche Prozesse involviert
wie bei der Reaktion von ECW-10R-Pflanzen auf Xcv 85-10. Allerdings sind diese
Unterschiede unabhangig von SA, welche in den untersuchten Konzentrationen selbst eine
Zelltodreaktion ausloste. Eine Erklarung hierfur konnten die unterschiedlichen endogenen
SA-Konzentrationen in den einzelnen Solanaceen-Arten sein. Die endogenen SA-
Konzentration liegen in Paprika bei ca. 50-100 pmol/g Frischgewicht (Hwang et al., 1997;
Sato et al., 2011), in Tomate bei ca. 30-70 nmol/g Frischgewicht (Peng et al., 2004; Van
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Meulenbroek et al., 2012). Desweiteren dauert es deutlich langer (ca. funf Tage) bis die
Reaktion von Tomate auf Xcv sichtbar ist als dies bei resistenten Paprikapflanzen der Fall
ist (ca. 24 Stunden).

Dass Typ-lll-Effektoren zur Pathogenitat verschiedener, phytopathogener Bakterien
beitragen, obwohl sie nicht essentiell sind, belegen Studien. So spielt HopPtoA1 aus
Pseudomonas (P.) syringae pv. tomato eine Rolle bei der Bildung von Kolonien wahrend der
Infektion (Badel et al., 2002). Die Deletion des Gens fiihrt jedoch nicht zum Verlust der
Pathogenitat. Eine hopPtoN-Deletionsmutante von P. syringae pv. tomato DC3000 erzeugt
deutlich mehr nekrotische Lasionen in Blattern von Tomatenpflanzen als der Wildtyp,
jedoch ist die Wachstumsrate der beiden Stamme identisch (Lopez-Solanilla et al., 2004).
In Xcv fuhren sowohl die Deletion von xopB als auch die Deletion von xopS zu einer
verminderten Bildung von Symptomen in suszeptiblen Paprikapflanzen, ohne einen
Pathogenitatsverlust der Bakterien zu verursachen (Schulze et al., 2012). Haufig ist auch
auf Grund redundanter Funktionen mehrerer Effektoren kein Virulenzeffekt einzelner
Effektoren feststellbar (Buttner & Bonas, 2010; Hann et al., 2010). Jedoch gibt es auch
Effektoren mit einer bedeutenden Virulenzfunktion. So ist AvrXa7 als TAL-Effektor wichtig
fur die Pathogenitat von X. oryzae pv. oryzae und hat abhangig von dem Genotyp der
Wirtspflanze Reis sowohl Avirulenz- als auch Virulenzfunktion (Yang et al. 2000; Yang &
White, 2004; Romer et al., 2010). In Xcv ist AvrBsT in der Lage, die AvrBs1-abhangige HR in
resistenten Paprikapflanzen durch die Interaktion beider Effektoren mit verschiedenen
Untereinheiten einer SnRK zu supprimieren (Szczesny et al., 2010). XopC als Suppressor der
AvrBs1-abhangigen HR nimmt offensichtlich eine Sonderstellung ein, da die Fahigkeit zur
Suppression von Stressbedingungen fir die Pflanze abhangt. Suppression von Zelltod ist ein
haufiges Charakteristikum von Effektorproteinen. So supprimiert XopB verschiedene, durch
transiente Expression von AvrBsT, AvrRxv und XopJ ausgeloste Zelltodreaktionen in N.
benthamiana (Schulze et al., 2012). Die Suppression der HopA1 induzierten HR auf N.
tabacum cv. xanthi kann durch den P syringae pv. tomato (DC3000)-Effektor HopS2
supprimiert werden (Guo et al., 2009). Der P. syringae pv. tomato-Effektor AvrPtoB erhoht
die Suszeptibilitat der Wirtspflanzen durch die Suppression des BAX-abhangigen PCD
(Abramovitch et al., 2003). Das Effektorprotein VirPphA aus P. syringae pv. phaseolicola
blockiert Avr-Proteine in verschiedenen Kultivaren von Bohnen, so dass die HR nicht mehr
ausgelost wird (Jackson et al., 1999). Ebenfalls Kultivar-spezifisch supprimiert die
Interaktion zwischen AvrPphC und AvrPphF die durch P. syringae pv. phaseolicola-Effektoren

ausgeloste HR in Bohnen (Tsiamis et al., 2000). Ein weiteres Beispiel ist die Suppression der
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durch AvrRpm1 ausgelosten RPM1-abhangigen HR in Arabidopsis durch AvrRpt2 (Ritter &
Dangl, 1996). Die P. syringae-Effektoren AvrE und HopPtoM supprimieren die SA-abhangige
Basalabwehr in Arabidopsis (DebRoy et al., 2004).

Grundsatzlich stellt der programmierte Zelltod (PCD), zu dem auch die HR gehort, ein
wichtiges Werkzeug flir die Entwicklung der Pflanze und ihre Reaktion auf auBere Einflusse
dar. Speziell in A. thaliana sind sogenannte Lesion mimic mutants (LMM) bekannt, von
denen einige zu spontanen Zelltodreaktion flihren, andere diese vollstandig supprimieren
(Lorrain et al. 2003). Die Resistenz gegenliber verschiedener P. syringae spp. ist in den
meisten Fallen unverandert, jedoch wurde fur die LMM cpr5 beschrieben, dass die
Resistenz erhoht ist (Boch et al., 1998). Fir einige dieser LMM (acd1, acd2) konnte gezeigt
werden, dass, verglichen mit dem Wildtyp, die HR bei Inokulation geringerer
Bakteriendichten induziert wird, andere (cpnf1) zeigte eine verstarkte HR (Greenberg &
Ausubel, 1993; Greenberg et al., 1994; Jambunathan et al., 2001). Zusatzlich zur
veranderten lokalen Reaktion auf die Inokulation mit Pathogenen, zeigen die nicht-
infizierten Bereiche der Pflanzen erhohte Resistenz gegeniuiber Pathogenen, die so
genannte systemic-acquired resistance (SAR), bei der Salizylsaure (SA) ein Schlusselsignal
darstellt (Ryals et al., 1996). Die Kkonstitutive Expression verschiedener
Abwehrmechanismen und erhohte SA-Produktion in vielen LMM deutet auf eine Aktivierung
der SAR in diesen Mutanten hin (Dietrich et al., 1994; Devadas & Raina, 2002).

Der Grad der Resistenz in Pflanzen wird also durch systemische Signale, die durch
Phytohormone Ubermittelt werden, beeinflusst. Klassischerweise losen SA-Signale Resistenz
gegen biotrophe und hemibiotrophe Pathogene aus, wohingegen eine Kombination aus
Jasmonsaure (JA)- und Ethylen (ET)-Signalen fiir Resistenz gegenuber nekrotrophen
Pathogenen verantwortlich ist (Glazebrook, 2005). Da erhohte biotrophe Resistenz haufig
mit erhohter nekrotropher Suszeptibilitat einhergeht und umgekehrt, wirken diese beiden
Signalubertragungswege groBtenteils antagonistisch (Robert-Seilaniantz et al., 2011a).
Weiterhin spielen Gibberellinsaure (GA), Brassinosteroide, Zytokinine (CK), Auxin und
Abzisinsaure (ABA) eine Rolle bei der Pflanzen-Pathogen-Interaktion (Robert-Seilaniantz et
al., 2011a). Durch GA werden DELLA-Protein-Wachstumsrepressoren abgebaut, was zu einer
Erhohung von ROS und SA fiihrt sowie JA-Signale abschwacht (Achard et al., 2003; Navarro
et al., 2006). Durch Behandlung mit Brassinosteroiden wird die biotrophe und
hemibiotrophe Resistenz erhoht (Nakashita et al., 2003). CK fordern die Resistenz gegen
biotrophe Pathogene indem sie die SA-Antwort durch NPR1 verstarken (Choi et al., 2010;

siehe unten). Exogene SA-Applikation hingegen fihrt zu einer Stabilisierung von AUX-IAA
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(Auxin/Indol-3-essigsaure)-Proteinen, was die Auxin-Signale abschwacht (Wang et al.,
2006). AUX-IAA-Proteine sind negative Regulatorn von Genen, die auf Auxin reagieren
(Guilfoyle & Hagen, 2007). Sie binden und inaktivieren ARFs (auxin response factors),
welche positive Regulatoren der Auxinsignalwege sind (Guilfoyle & Hagen, 2007). Auxin
selbst ist in nahezu alle Prozesse der Pflanzenentwicklung involviert (Hay et al., 2006;
Kuhlemeier, 2007; Benjamin & Scheres, 2008; Petricka & Benfey, 2008; Rolland-Lagan,
2008; @stergaard, 2009). Auch die Auxinsignalwege wirken meist antagonistisch zu den SA-
Signalwegen. Verstarkte Auxinsignale fiuhren zu erhohter Empfindlichkeit gegeniiber
biotrophen Pathogenen (Navarro et al., 2008a; Robert-Seilaniantz et al., 2011b). Auch
scheinen die Auxinsignale die SA-Biosynthese zu beeintrachtigen (Robert-Seilaniantz et al.,
2011b). SA dagegen stabilisiert die AUX-IAA-Proteine (Wang et al., 2006). Die Aktivierung
von ABA-Biosynthese- und Signalwegen fordert die Suszeptibilitat gegenuber verschiedenen
Pflanzenpathogenen (Ton & Mauch-Mani, 2004; Asselbergh et al., 2007).

Eine Schlusselrolle als positiver Regulator in der SA-Signalkaskade spielt NPR1
(nonexpressor of PR genes 1), welches in Abwesenheit von SA im Zytoplasma lokalisiert ist
(Dong, 2004). SA induziert eine Anderung des Redox-Status' der Zelle (Mou et al., 2003),
was zur Dissoziation des NPR1-Komplexes fiihrt, so dass die NPR1-Monomere in den Zellkern
transportiert werden. Dort erhohen sie durch Bindung sie an TGA-Transkriptionsfaktoren
deren Bindung an SA-responsive Promotoren (Robert-Seilaniantz et al., 2011a). Aber auch
der Proteinumsatz von NPR1 selber ist fur die Induktion der NPR1-Zielgene relevant. Durch
die Phosphorylierung von NPR1, welche im Nukleus stattfindet, wird eine Interaktion
zwischen CULLIN und NPR1 ermadglicht. Dies fuhrt zur Degradierung von NPR1-Monomeren.
Offensichtlich ist dies Degradation notwendig fiir die vollstandige Induktion von SA-
Zielgenen, da eine Stabilisierung von NPR1-Monomeren zu reduzierter Promotor-Aktivitat
fuhrt (Spoel et al., 2009). Ein SA-Rezeptor ist bislang nicht bekannt. Moglicherweise wird
SA von zytosolischen Rezeptoren perzipiert. Allerdings ist es auch maoglich, dass nicht SA
direkt, sondern NPR1 die durch SA getriggerten Modifikationen perzipiert (Robert-

Seilaniantz et al., 2011a).

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass, neben weiteren Phytohormonen, SA in
Abwehrmechanismen, speziell in Verbindung mit Zelltodreaktion, eine wesentliche Rolle
spielt. Dies erklart moglicherweise den Zusammenhang zwischen dem in Abhangigkeit von
XopC durch Xcv ausgelosten Phanotyp in resistenten ECW-10R-Pflanzen und dem dafir
erforderlichen SA-Stress. Es ist bekannt, dass SA die Akkumulation von ROS, insbesondere

H202, verstarkt (Chen et al., 1993). ROS wiederum sind in die Abwehrreaktion der Pflanze
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gegen Pathogene und die Auspragung der HR involviert (Levine et al., 1994; Alvarez et al.,
1998; Kachroo et al., 2003). Weiterhin induziert die Applikation von SA in Paprikapflanzen
die Expression von Asparaginsynthetase 1 (CaAS1), welche eine Rolle in der Auslosung der
HR durch Xcv spielt (Hwang et al., 2011). Werden resistente Paprikapflanzen ohne Zugabe
von SA mit Xcv 85-10 und Xcv 85-10AxopC inokuliert, ist die bekannte Auslosung der HR zu
beobachten (3.4). Werden die beiden Xcv-Stamme jedoch mit SA koinokuliert, ist ein
zeitlicher Unterschied in der Auslosung der HR in ECW-10R-Pflanzen zu beobachten. Eine
denkbare Erklarung hierfiir stellt die primare Stressreaktion der Pflanze auf die SA dar.
Werden im Anschluss zusatzlich die Effektoren aus Xcv transloziert, ist XopC wahrscheinlich
in der Lage, die ROS-Konzentration gezielt direkt oder indirekt zu senken. Fehlt XopC, wird
die ROS-Konzentration moglicherweise noch erhoht, da der mutmabBliche
Suppressionseffekt von XopC nicht vorhanden ist. Es kommt zu einer friheren HR in den

mit Xcv 85-10AxopC inokulierten Bereichen verglichen mit Xcv 85-10.

4.1.1 Der XopC-Virulenzeffekt in Paprika hangt von einer zytosolischen OAS-TL ab

XopC interagiert in vivo mit einer zytosolischen OAS-TL (3.7; 3.8) und erhoht deren
Aktivitat in vitro (3.10). Silencing der zytosolischen OAS-TL in resistenten Paprikapflanzen

inhibiert die Verzogerung der AvrBs1-abhangigen HR durch XopC (3.11).

Die Verfugbarkeit von reduziertem Schwefel wird durch die vielfaltigen Funktionen, die
durch Schwefelprimarmetabolite wie Cystein, Methionin und Glutathion (GSH) vermittelt
werden, zu einem wichtigen Faktor. Einige dieser Funktionen sind in die Kontrolle des
Redox-Status' der Zelle, die Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern, die Vitaminbiosynthese
und die Neutralisierung von ROS involviert (Leustek et al., 2000; Droux, 2004; Wirtz &
Droux, 2005). Die Synthese von Cystein stellt den letzten Schritt der Fixierung
anorganischen Schwefels in Bakterien und in Pflanzen dar. Diese Reaktion wird sequentiell
von zwei Enzymen katalysiert. Serinacetyltransferase (SAT) und O-Acetylserin-(thiol)lyase
bilden dabei einen heterooligomeren Komplex, den Cysteinsynthasekomplex (CSC) (Becker
et al., 1969; Kredich et al., 1969; Nakamura et al., 1987; Nakamura & Tamura 1990;
Bogdanova & Hell, 1997). Dieser besteht aus einem Serinacetyltransferase (SAT)-Hexamer
und zwei OAS-TL-Dimeren (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung des CSC. Abb. nach Wirtz & Hell, 2006

Bei Sulfatverfiigbarkeit assoziiert der CSC und die SAT ist aktiv. Dieses Enzym katalysiert
die Synthese von O-Acetylserin aus Serin und Acetyl-CoA. Sinkt die Sulfatverfligbarkeit bei
gleichzeitigem Anstieg der OAS-Konzentration, dissoziiert der CSC und die OAS-TL geht in
ihren aktiven Zustand uber. Dieses Enzym katalysiert die Synthese von Cystein aus OAS und
Sulfid (Wirtz & Hell, 2006). In Pflanzen gibt es neben der zytosolischen OAS-TL zwei
Isoformen, welche sich in den Chloroplasten bzw. den Mitochondrien befinden. Diese sind
in A. thaliana abgesehen von ihrem jeweiligen Transitpeptid sehr ahnlich, unterscheiden
sich in ihrer Sequenz jedoch von der zytosolischen Isoform. Die Aminosaure-
sequenzidentitat zwischen der zytosolischen OAS-TL aus A. thaliana (SwissProt ID P47998)
und der mitochondriellen Isoform (SwissProt ID Q43725) betragt 72 %, die zwischen der
zytosolischen OAS-TL und der chloroplastidaren Isoform (SwissProt ID 022682) 60 %. Auf
Grund der AS-Sequenzidentitat von mehr als 80 % zu bekannten pflanzlichen, zytosolischen
OAS-TLs sowie der Nachweise von in vitro- und in vivo-Aktivitaten von CaOAS-TL sowie der
Lokalisierungsstudien konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals eine funktionelle
zytosolische OAS-TL aus C. annuum beschrieben werden. Lokalisierungsstudien zu CaOAS-
TL zeigten Fluoreszenz von CaOAS-TL-eGFP-Fusionsproteinen im Zytoplasma und dem Kern
der Pflanzenzelle. Bei einer zytosolischen OAS-TL ist die zytosolische Lokalisierung
erwartungsgemal, die im Kern jedoch uberraschend, da keine nuklearen OAS-TLs bekannt
sind. Eine mogliche Erklarung dafiir ist ein Uberexpressionseffekt, der die tatsichliche
Lokalisierung des Proteins verfalschen kann (Lisenbee et al., 2003; Tian et al., 2004).
Bezogen auf die Ermittlung der Michaelis-Menten-Konstanten fiir CaOAS-TL muss bei den in

dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen beachtet werden, dass die endogene OAS-TL der E.
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coli-Bakterien (EcOAS-TL), in denen die heterologe Expression der CaOAS-TL durchgeflihrt
wurde, nicht deletiert war, so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass ein geringer
Teil der apparenten CaOAS-TL-Aktivitat auf Verunreinigungen durch EcOAS-TL
zurickzufihren war. Da die Bakterien jedoch in Vollmedium kultiviert wurden, welches
ausreichende Mengen metabolisierbaren Schwefel enthalt, war die Expression der
endogenen EcOAS-TL hochstwahrscheinlich minimal (Kredich, 1971 & 1996; Forquin et al.,
2011). Weiterhin erscheint die Ky fur Na,S zu hoch. Dies konnte an den experimentellen
Bedingungen liegen, da in diesem Fall besondere Vorsicht geboten ist (Rudiger Hell, COS
Heidelberg, personliche Mitteilung). Die Kw(Na;S) sollte daher unter optimierten
Bedingungen erneut bestimmt werden. Bisher wurde in C. annuum nur die chloroplastidare
Isoform der OAS-TL in Fruchten beschrieben, welche in die Differenzierung von
Chromoplasten aus Chloroplasten involviert ist und damit eine wichtige Rolle in der

Fruchtentwicklung spielt (Romer et al., 1992).

Cystein, das Produkt der OAS-TL-Reaktion, bildet die Grundlage der Synthese von
Glutathion (Mendoza-Cozatl et al., 2005). Dies wiederum kann durch ROS oxidiert werden,
wodurch die ROS neutralisiert werden. Es ist bekannt, dass Glutathion eine Rolle bei der
Detoxifikation von Schwermetallen, organischen Schadstoffen und oxidativem Stress spielt
(Zenk, 1996; Meagher, 2000; Clemens, 2001; Dixon et al., 2002). Weiterhin ist bekannt,
dass die Uberexpression der zytosolischen OAS-TL in A. thaliana zu einer erhéhten
Resistenz gegenuber Cadmium-Stress fuhrt, wobei vermutet wird, dass die Erhohung der
Cysteinsynthese zu mehr Ressourcen fur die Bildung detoxisch wirkender Thiolverbindungen
fiihrt (Dominguez-Solis, 2001 & 2004). Auch die Uberexpression verschiedener pflanzlicher
OAS-TLs in diversen Tabaklinien fuhrt zu erhohter Toleranz gegentuiber Cadmium, H2S oder
SO2 sowie oxidativem Stress (Youssefian et al., 1993 & 2001; Noji et al., 2001). Die
Expression einer nicht-funktionellen zytosolischen OAS-TL in A. thaliana (Okotyp Landsberg
erecta) durch eine Punktmutation im entsprechenden Gen AT4G 14880 fuhrt zu einem early
leaf death-Phanotyp, wenn die Pflanzen Temperaturstress ausgesetzt sind. Durch Analyse
verschiedener Markergene konnte gezeigt werden, dass der early leaf death-Phanotyp
nicht auf Seneszenz sondern auf programmierten Zelltod zurlickzufiihren ist (Shirzadian-
Khorramabad et al., 2010). Werden diese Beobachtungen zusammengefasst, fuhrt ein
hoherer Gehalt funktioneller OAS-TL innerhalb der Pflanze zu erhohter Toleranz gegenuber
verschiedenen Stressoren. Ein geringerer Gehalt bzw. eine geringere Aktivitat von OAS-TL
resultiert in Zelltodreaktionen unter bestimmten Stressbedingungen, wie beispielsweise

oxidativem Stress. Damit liegt die Vermutung nahe, dass OAS-TLs auch bei der
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hypersensitiven Reaktion eine Rolle spielen, da sowohl ein oxodative burst als auch der
programmierte Zelltod wahrend dieser Reaktion aktiviert werden (Mittler et al., 1995;
Lam, 2004). Bei oas-a1 knock out (ko)-Mutanten von A. thaliana wurde eine Akkumulation
von ROS in Abwesenheit von Stressoren und spontane Zelltodreaktionen beobachtet (Lopez-
Martin et al., 2008). Da OAS-TLs offenbar einen Einfluss auf den Redox-Status' der
Pflanzenzelle haben, lasst sich folgendes Modell fir die Funktion von XopC in der
Pflanzenzelle erstellen: Bei Inokulation resistenter Paprikapflanzen mit Xcv 85-10AxopC
wird AvrBs1 von der Pflanze erkannt und die HR induziert (Abb. 4.2A). Dies ist unter
anderem abhangig von der Ausschittung von ROS. Bei der Inokulation von Xcv 85-10 wird
AvrBs1 ebenfalls erkannt, jedoch aktiviert XopC die zytosolische OAS-TL, was zu erhohten
Cysteinkonzentrationen in der Zelle fuhrt. Dies wiederum fuhrt zu erhohten GSH-
Konzentrationen, was dazu flihrt, dass die ausgeschiitteten ROS neutralisiert werden,
wodurch die HR verzogert wird (Abb. 4.2B).

A

A>@®>HR L

Erkennung SnRK

Abb. 4.2: Modell fiir die Ablaufe bei
Inokulation mit Xcv.

A, Xcv 85-10. Minimalistisch dargestellt ist
die Erkennung von AvrBs1, was iber SnRK
zur Induktion der HR flihrt; B, Xcv 85-
10AxopC. Minimalistisch dargestellt ist die
Erkennung von AvrBs1, was uber SnRK zur
Induktion der HR flihrt. XopC stimuliert die
Aktivitat der OAS-TL, wodurch Cystein und
anschlieBend GSH gebildet werden.
Erkennung SnRK Letzteres puffert die durch die HR-
Induktion hervorgerufenen ROS ab.

O AvrBs1
% XopC
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Bisher gibt es nur wenige Studien zur Funktion der OAS-TL in Pflanzen-Pathogen-
Interaktionen. Eine Erhohung der OAS-TL-Aktivitat in planta konnte bei der Infektion von
A. thaliana mit Alternaria brassicicola beobachtet werden und war von der externen
Sulfatkonzentration abhangig (Kruse et al., 2012). Weiterhin wurde die Interaktion von A.
thaliana Wildtyp (Wt)- und oas-al ko-Pflanzen (Okotyp Col-0) mit Pst DC3000 bzw.
Botrytis (B.) cinerea untersucht (Alvarez et al., 2012). In den Wt- und ko-Pflanzen wurde
kein Unterschied im SA-Gehalt festgestellt, jedoch war in den ko-Pflanzen der
Cysteingehalt um etwa 30% und der Glutathiongehalt um etwa 25% geringer als in den Wt-
Pflanzen. Weiterhin wurde festgestellt, dass die ko-Pflanzen empfindlicher gegeniiber Pst
DC3000 waren, was sich durch ein schnelleres Wachstum der Bakterien zeigte (Alvarez et
al., 2012). Diese Beobachtung gilt ebenfalls flr die Infektion mit B. cinerea. Fur die
Untersuchung der inkompatiblen Interaktion wurde Pst DC3000avrRpm1 verwendet,
welcher in A. thaliana Col-0 die ETI auslost (Mindrios et al., 1994). Durch die electrolyte
leakage-Analysen wurde gezeigt, dass die oas-a1 ko-Pflanzen in der Auslosung der HR
beeintrachtigt sind, sich dies aber durch die lokale Applikation von Cystein an der Stelle
der Infektion mit Pst DC3000avrRpm1 aufheben lasst (Alvarez et al., 2012). Die Infiltration
von Cystein, jedoch nicht von Glutathion, parallel zur Inokulation mit Pst DC3000avrRpm1
scheint die Intensitat der HR sowohl in WT- als auch in ko-Pflanzen zu verstirken (Alvarez
et al., 2012). Die Ergebnisse von Alvarez et al. zeigen, dass die HR in A. thaliana durch die
Abwesenheit der zytosolischen OAS-TL beeintrachtigt wird und Cystein ein wesentlicher
Faktor fur die Auslosung der HR ist. Das steht zunachst im Widerspruch zu den in der
vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen, dass XopC zumindest in vitro die Aktivitat
der CaOAS-TL erhoht und gleichzeitig Xcv 85-10AxopC die AvrBs1-abhangige HR verzogert.
Jedoch wurden in der Arbeit von Alvarez et al. keine Untersuchungen zu Auswirkungen
erhohter OAS-TL-Aktivitat gemacht. AuBerdem wurde das Pathosystem A. thaliana-Pst
verwendet, in dem XopC nicht vorhanden ist, und welches sich auch in anderen Faktoren
von dem Pathosystem C. annuum-Xcv unterscheidet. Um zu untersuchen, ob die
Ausschaltung der zytosolischen OAS-TL in C. annuum zu einer erhohten Suszeptibilitat und
verminderter ETI gegenuber Xcv fuhrt, mussten CaOAS-TL knock out-Paprika-Pflanzen

erstellt werden.

Sicherlich spielen neben AvrBs1 und XopC andere von Xcv in Paprikablatter translozierte
Effektoren und pflanzliche Proteine ebenfalls eine Rolle in der Induktion der HR. Dieses
Zusammenspiel in Zusammhang mit XopC und CaOAS-TL musste naher analysiert werden,

indem die Funktionen weitere Effektoren untersucht werden. Weiterhin gibt es die
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Moglichkeit, dass weitere Effektoren in den Schwefelstoffwechsel der Pflanze eingreifen,
was ebenfalls durch detaillierte Charakterisierung moglichst vieler Effektoren und deren
pflanzlicher Interaktionspartner naher analysiert werden miusste. Um das Modell bestatigen
oder widerlegen zu konnen, ware es sinnvoll ROS-Messungen an mit Xcv und
entsprechenden Derivaten infizierten Blattmaterial durchzufilihren. Weiterhin sollten die
Konzentrationen der verschiedenen Metabolite insbesondere des Schwefelstoffwechsels

analysiert werden.

Eine weiterer denkbarer Mechanismus ware, dass XopC nicht nur einen Einfluss auf die
CaOAS-TL ausubt, sondern auch in die durch CaOAS-TL bedingte feedback-Regulation
anderer mit dem Schwefelstoffwechsel in Zusammenhang stehender Enzyme eingreift.
Eines dieser Ziele konnte die Adenylylsulfat-Reduktase sein, die, ebenso wie andere
Enzyme der Sulfatassimilation, Uiber OAS auf Transkriptionsebene positiv reguliert wird
(Kredich, 1992; Leustek et al., 2000; Lewandowska & Sirko, 2008). Demzufolge konnte die
Erhohung der Aktivitat der CaOAS-TL durch XopC auch die Verringerung von OAS und damit
die negative Regulation der Expression von Enzymen der Sulfatassimilation zum Ziel haben.
Die daraus resultierende Schwefellimitierung im pflanzlichen Metabolismus konnte dazu
fuhren, dass schwefelhaltige, antimikrobielle Substanzen (SDC, sulfur-containing defence
compounds) wie beispielsweise Isothiocyanat und Defensine nicht mehr oder nur noch in
geringer Menge gebildet werden konnen (Tierens et al., 2001; Rausch & Wachter, 2005).
Desweiteren wird diskutiert, dass die Aktivierung des primaren Schwefelstoffwechsels, zu
dem auch CaOAS-TL gehort, eine Voraussetzung fir die Synthese von SDC darstellt (Kruse
et al., 2006; Bloem et al., 2007). Fur die Interaktion von A. brassicicola mit A. thaliana
konnte gezeigt werden, dass eine verbesserte Versorgung mit Schwefel die Synthese von
SDC fordert (Kruse et al., 2012). Somit gabe es neben der Erhohung der
Glutathionkonzentration in der Pflanzenzelle eine zweite mogliche Funktion fir XopC,
namlich die Suppression der Synthese von SDC. Beide Funktionen waren fur Xcv nutzlich,

um der pflanzlichen Abwehr zu entgehen.

Die Analyse der Transkriptmengen verschiedener Enzyme der Sulfatassimilation,
insbesondere der Adenylylsulfat-Reduktase, konnten Aufschluss dartuber geben, ob deren

Regulation von XopC beeinflusst wird.
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4.1.2 Der XopC-Virulenzeffekt hangt von einer potenziellen HAD-like Hydrolase-

Domane ab

Die Deletion von xopC in Xcv 85-10 flhrt zu einer schnelleren HR in resistenten
Paprikapflanzen vergleichen mit Wildtyp-Bakterien. Dieser Effekt kann mit der ektopischen
Expression von XopC komplementiert werden. Ein XopC-Derivat, welches einen AS-
Austausch des fir HAD-like Hydrolasen essentiellen Aspartats gegen Alanin an Position 693

tragt, kann den verlust der Suppression nicht komplementieren (3.4.1).

Auf Grund des bekannten HAD-like-Motivs von XopC zwischen den Aminosauren 506 und 795
konnte ein Strukturmodell von XopC fiir den genannten Bereich erstellt werden (Kapitel
3.1). Dieses zeigt signifikante Strukturhomologie zu einigen bekannten HAD-like
Hydrolasen. Diese Proteinsuperfamilie umfasst zahlreiche unterschiedliche Mitglieder wie
L-2-Haloaciddehalogenase, Epoxidhydrolase, Phosphoserinphosphatase, Phospho-
mannomutase, P-Typ ATPase sowie zahlreiche weitere Enzyme, die ein nukleophiles
Aspartat fur ihre Phosphoryltransferreaktion benotigen (Koonin & Tatusov, 1994; Aravind et
al., 1998; Burroughs et al., 2006). Allerdings besitzen HAD Superfamilienproteine nur eine
geringe Sequenzidentitat von unter 14% (Kim et al., 2004). Ein weiteres Mitglied dieser
Superfamilie ist die Phosphoglycolatphosphatase, auf dessen Homolog aus Aquifex aeolicus
sich XopC modellieren lasst (3.1). Daher liegt die Vermutung nah, dass auch XopC HAD-like

Hydrolaseaktivitat besitzen konnte.

HAD-like Proteine besitzen drei konservierte Motive (Kim et al., 2004), die auch in XopC
vorkommen. Dabei handelt es sich um Motiv | DX(D/T/Y)X(T/V)(L/V) welches in XopC
DVDGVP lautet, um Motiv Il (S/T) und um Motiv Il K(X)n(G/S)(D/S)XXX(D/N) welches in
XopC K(X)nGDQPSD lautet. In Motiv | werden unter den verschiedenen HAD-like-Proteinen
die geringsten Variationen beobachtet, so dass es sich hier um das am hochsten
konservierte der drei Motive handelt. Das erste Aspartat in diesem Motiv, welches in allen
HAD-like-Proteinen konserviert ist, ist das funtionelle Nukleophil (Collet et al., 1998).
Motiv Il enthalt ein konserviertes Serin oder Threonin, welches Wasserstoffbriucken zum
Phosphorylsauerstoff des Substrates bildet und so die Orientierung des nukleophilen
Angriffs unterstiutzt (Wang et al., 2001). Mit Ausnahme des Lysins interagieren alle
konservierten Aminosaurereste des Motivs Ill mit divalenten Metallionen, meistens mit
Mg2+, und sind fiir die Aktivitat essentiell (Collet et al., 1999; Wang et al., 2001). Der
konservierte Lysinrest befindet sich in einigem Abstand zum konservierten DXXXD in Motiv
[ll, ist aber in den katalytischen Prozess involviert, indem es mit dem Phosphoaspartat-

Intermediat interagiert. In Motiv | von XopC gibt es eine Abweichung (Prolin anstelle von
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Valin oder Leucin) im Vergleich zu anderen HAD-like-Proteinen. Diese befindet sich jedoch
in einem weniger konservierten Aminosaurerest des Motivs und kann somit entweder

toleriert werden oder ist moglicherweise spezifisch fur XopC.

Auffallig ist, dass in den Homologen von XopC aus anderen Xanthomonas spp. die Motive |
und Il sowie bei dem Homolog von XopC aus R. solanacearum das Motiv Ill fehlen, was

vermuten lasst, dass diese Proteine ihre Funktion verloren haben.

Die potenzielle HAD-like Hydrolase-Domane hat einen Einfluss auf die untersuchten
Funktionen von XopC. So konnte in der vorliegenden Arbeit ein Einfluss der HAD-like
Hydrolase-Domane von XopC auf die Komplementation von Xcv 85-10AxopC in Bezug auf die
Verzogerung der AvrBs1-vermittelten HR gezeigt werden. Durch ein XopC-Derivat, das eine
Mutation des essentiellen Aspartats in Motiv | tragt, war dies nicht moglich. Auch die
Erhohung der CaOAS-TL-Aktivitat durch XopC war von der pontenziellen HAD-like
Hydrolase-Domane von XopC abhangig. Diese experimentellen Daten deuten darauf hin,
dass die potenzielle HAD-like Hydrolase-Domane von XopC, vor allem das konservierte

Aspartat in Motiv |, fur die Funktion von XopC eine wesentliche Rolle spielt.

Die Durchfuihrung von Enzymaktivitatstests ware eine geeignete Methode, um die HAD-like
Hydrolase-Funktion von XopC naher zu analysieren. Eine nicht unerhebliche Schwierigkeit
dabei stellt die mangelnde Kenntnis des Substrates dar. Auf Grund der zahlreichen
verschiedenen Funktionen der Mitglieder der HAD-like Superfamilie, kommen zahlreiche,
insbesondere phosphorylierte Substrate fur HAD-like Hydrolasen in Frage. Dies konnte
beispielsweise fur HAD-like Phosphatasen aus E. coli gezeigt werden, bei denen
ausschlieBlich phosphorylierte Substrate untersucht wurden (Kuznetsova et al., 2006). Da
die HAD-like Superfamilie jedoch auch andere Hydrolasen umfasst, welche
unterschiedliche Proteinfaltungen zeigen (Burroughs et al., 2006), erweitert sich die
Anzahl der moglichen Substrate um ein vielfaches. Dieser evolutionar bedingte Prozess
wird auch als evolutionary exploration of substrate space bezeichnet (Anantharaman et
al., 2003). Eine naheliegende Vermutung ist, dass die OAS-TL ein Substrat einer
potenziellen HAD-like Hydrolase-Funktion von XopC sein konnte, woflr auch die Erhohung
der Aktivitat der OAS-TL durch XopC, jedoch nicht durch XopCpesa spricht. Allerdings
konnte in vitro keine Interaktion der beiden Proteine nachgewiesen werden. In der
Literatur gibt es bisher ebenfalls keinerlei beschriebenen Zusammenhang zwischen HAD-
like Hydrolasen und einer Aktivitatsbeeinflussung von OAS-TLs. Allerdings konnte es sein,
dass die Interaktion beider Proteine ein dynamischer, transienter Prozess ist, welche bisher

in vitro nicht detektiert werden konnte. Daher konnten weitere Interaktionsstudien mit
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loss-of-function-Mutationen eines oder beider Proteine doch noch eine direkte Interaktion

zeigen.

Es ist jedoch auch maoglich, dass XopC und OAS-TL, deren Interaktion in vivo gezeigt wurde,
nicht direkt miteinander interagieren, sondern ein weiters Molekul involviert ist. Bei
diesem konnte es sich sowohl um ein drittes Protein als auch um Metabolite oder eine
kleine RNA handeln. Um einen logischen Kandidaten fir eine weitere Komponente der
Interaktion von XopC und OAS-TL handelt es sich bei den beiden Substraten der OAS-TL,
OAS und Na,S. Beide waren in den bisherigen in vitro-Interaktionsuntersuchungen nicht
anwesend und sollten in zukinftigen Studien einbezogen werden. Auch der Kofaktor der
OAS-TL, PLP, konnte eine mogliche Komponente der Interaktion oder sogar ein Substrat der
potenziellen HAD-like Hydrolase-Funktion von XopC sein, zumal die PLP-Phosphatasen zur
Familie der HAD-like Hydrolasen gehoren (Lu et al., 2005; Arabidosis thaliana project).
Dazu sollte untersucht werden, ob XopC in der Lage ist, PLP zu dephosphorylieren, was
letzten Endes einen Einfluss auf jedes, vom Kofaktor PLP abhangigen Enzym haben konnte.
Moglicherweise ist OAS-TL und damit der Schwefelstoffwechsel auch nicht das primare Ziel
von XopC, sondern ein Nebeneffekt. In der vorliegenden Arbeit wurde nur der in der Hefe-
Di-Hybrid-Sichtung gefundene Interaktor, OAS-TL, naher analysiert. Denkbar ware auch,
dass es weitere pflanzliche Proteine gibt, die mit XopC interagieren. Dazu konnte eine
weitere Sichtung von beispielsweise einer Tomaten-cDNA-Bibliothek oder auch in planta-

Interaktionsstudien wie GFP-trapping durchgefiihrt werden.

4.2 XopC moduliert die pflanzliche Abwehr durch die Induktion der Expression von

1,3-B-Glucanase

Da XopC dazu beitragt, die pflanzlichen Abwehrmechanismen zu modulieren, wurde
untersucht, ob ein Einfluss auf die Expression verschiedener PR- (pathogen related) Gene
nachweisbar ist. Im Allgemeinen werden PR-Gene wahrend einer Infektion mit
verschiedenen Pathogenen von zahlreichen Pflanzen exprimiert. Die kodierten Proteine
werden in mehrere Familien Kklassifiziert, ihre Funktion ist jedoch teilweise noch
unbekannt (van Loon et al., 2006). Bei der Analyse der Expression von PR1a, PR4, PR10 und
SGT1 nach Inokulation von resistenten Paprikapflanzen mit Xcv konnte kein differentielles
Muster nachgewiesen werden, da die Schwankungen innerhalb der Replikate keine
Auswertung zulieBen. Dies konnte daran liegen, dass verschieden PR-Gene durch auBere
Einflusse wie Verwundung oder abiotischen Stress induziert werden (Cheong et al., 2002;

Norvath et al., 2006; Campos et al., 2007), denen Pflanzen permanent ausgesetzt sind.
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Bei der Analyse der Transkriptmengen von 1,3-8-Glucanase zeigte sich jedoch bei allen
Replikaten ein Unterschied in der Menge von mit Xcv 85-10 oder Xcv 85-104xopC
inokuliertem Blattmaterial (3.6), was durch quantitative real-time PCR quantifiziert

werden konnte (3.6).

Die Erhohung der Transkriptmenge der 1,3-8-Glucanase in mit Xcv 85-10 inokuliertem
Blattmaterial korreliert dabei mit einer erhohten 1,3-B-Glucanase-Aktivitat. Ahnliche
Beobachtungen konnten auch durch Joosten & de Wit bereits im Jahr 1989 gemacht
werden. Sie zeigten, dass die Infektion von Tomatenblattern mit Cladosporium fulvum zu

einer Erhohung der Expression der 1,3-B-Glucanase sowie deren Aktivitat fuhrt.

Es ist bekannt, dass die Expression von 1,3-B-Glucanase in Tabakzellkulturen durch H20:
induziert werden kann (Kim et al., 1998). Wird jedoch wie im hypothetischen Modell (Abb.
4.2) davon ausgegangen, dass XopC, welches in Xcv 85-10 prasent ist, die ROS- und somit
auch die H202-Konzentration senkt, steht die Induktion der Expression des 1,3-B-Glucanase-
Gens im Widerspruch zu den der Theorie der ROS-Pufferung. Wird jedoch der zeitliche
Verlauf berlicksichtigt, so kann festgestellt werden, dass die differentielle Expression des
1,3-B-Glucanase-Gens vier Stunden nach Inokulation mit Xcv zu beobachten ist. Die HR
hingegen kann makroskopisch frilhestens einen Tag nach Inokulation zu beobachtet und
durch electrolyte leakage-Messungen 13 Stunden nach Inokulation gemessen werden.
Moglicherweise hat XopC mehrere vom Fortschritt der Infektion der Pflanzen mit Xcv

abhangige Funktionen.

Eine denkbare Erklarung fur die Induktion der Expression des 1,3-B-Glucanase-Gens ware
die Konkurrenzsituation zwischen verschiedenen pflanzenpathogenen Organismen bezliglich
desselben Wirtes. So ist bekannt, dass eine Erhohung der 1,3-B-Glucanase-Konzentration in
Pflanzen eine wesentliche Rolle in der Abwehr der Pflanzen gegen Pilze spielt. Vor allem in
Kombination mit Chitinase (PR2) inhibiert 1,3-B-Glucanase das Pilzwachstum durch die
Degradation der Pilzzellwand (Mauch et al., 1988; Ham et al., 1991). Die Expression von
1,3-B-Glucanase wird beispielsweise nach Inokulation von Weizen mit Pseudomonas
syringae induziert (Liu et al., 2010). Induziert Xcv eine solche 1,3-B-Glucanase-
Konzentrations- und Aktivitatserhohung, konnte dies zu erhohten Barrieren fur Pilze und
Oomyzeten bei der Infektion der Wirtspflanze filihren. Andererseits lasst die sehr frihe
Induktion der Expression der 1,3-B-Glucanase nach Infektion mit Xcv auch die Vermutung
zu, dass bereits auf der Zielpflanze befindliche Pilze verdrangt werden sollen. Damit
ergabe sich ein Vorteil fur Xcv. Es ist bekannt, dass das pflanzenpathogene Bakterium

Pseudomonas fluorescens (Stamm Pf-5) abhangig von einem funktionellen Typ-llI-
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4 DISKUSSION

Sekretionssystem Gurkenpflanzen vor Schaden durch Pythium ultimum schiitzt, indem es
vermutlich die Synthese von fungiziden Sekundarmetaboliten induziert (Rezzonico et al.,
2005). Ebenfalls durch Pseudomonas fluorescens, aber auch durch Pseudomonas putida
wird das Wachstum von Phytophthora parasitica inhibiert (Chang et al., 1994). Es wurde
gezeigt, dass im Boden enthaltene Bakterien das Wachstum von arbuskularen Mykorrhizen
inhibieren konnen (Rousk et al., 2008; Leigh et al., 2011). Weiterhin ist bekannt, dass
Trichoderma asperellum das Wachstum von Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici in
Tomatenpflanzen inhibiert (Segarra et al., 2010) und Pichia anomala Grauschimmelfaule
bei Apfeln kontrolliert (Friel et al., 2007). Letzteres ist abhangig von zwei Exo-1,3-B-
Glucanasen der Hefe. Andererseits gibt es auch das Phanomen, dass Pilze und Bakterien
sich gegenseitig begunstigen. Dies wurde beispielsweise fur die Interaktion zwischen
Aspergillum fumigatus und Paenibacillus vortex gezeigt (Ingham et al., 2011). Um die
Theorie der Hemmung des Pilzbefalls auf Paprika durch Induktion der 1,3-B-Glucanase
experimentell zu belegen, konnten suzeptible, mit Xcv 85-10 bzw. Xcv 85-10AxopC
infizierte Pflanzen zusatzlich mit beispielsweise Colletotrichum capsici infiziert werden
(Hadden & Black, 1989; Pakdeevaraporn et al., 2005). Reziprok dazu konnten bereits mit
Pilz infizierte Pflanzen zusatzlich mit Xcv infiziert werden. Die Ausbreitung des Pilzes auf
den Paprikapflanzen konnte dann verfolgt und Riuckschlisse auf den Praventionserfolg

durch die Expression von 1,3-B-Glucanase gezogen werden.
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ANHANG

Anhang

DNA-Sequenz von xopC (ORF)

ATGAAAACAAGTAGTGCAAGCAAGTCTCATTATACTGGCCAATTTCCCCAGGGGGATTTGCAGCCAAA
AACTCCAATTCCAGTGGGACGCAATAGCGAAATTCCAAAGGATGCGGCATTAAGCGCCCAACTAAAGG
GGCTCCGCCCTCTTGATCGTAAGCCATCTAAAATGCCAACTTCTAGCAGTGATCTTCAGGCGGTCAAT
AAGATGATTGCCGAGAATCGCTCGAACGACGTTGGAAAAGGTCAGTTTCTTCTCTCTACCCAAAGCCT
AGGTTCTGCAGAACGTGTAGATTCGCAAAACTACCATTCACGGAATGAATCGGGGAAAGCGCCTCTCT
TTTTTAGCGAATTTGCTACTGAGAAGCCATCTTTACAATCAGTGAAAAGCCTCTCGCAGGGAAAGCAG
GACTATTATGCAGTTAGACATGTGGGAAAGCGTGGTCGAGATTTATTCACCGATGAACCAATCGAGGG
CGAAAATAGCAAACTCGGCAGACTAAAAACCAGCCCGCTGTTAAGTACTCAGAGTCAGGGAACACGTG
CTATTCGAGCTTTCGCGGCTACAGCGACAATCGATAAATCTCGTGGAGAATACGTCGCACGTCTGCAT
CGCCATGTAGTTGAGGCTTTAGGCGATGAAGGTGGTGTGGTTCATTTGCTAAGGCCGACGCGTGATCA
CTATGCCGAAGATAGTACATTGAACTTCTTTACCTTCTGCGAACAAACAGAGCTGGCCAGTTCACTGA
ACTCCTTAGAAGCTATTTCAGCTAAGAAGGAGGACAGAAAGCCTATTGTATTTACAGATCATAAGTCC
CTCGTGGGTCTTTCAAGAACCTCGCGTACAGAAGCGAGTCCGATTGGCCGTTTGGTACAGCAGCCTTA
TTTCGTTACATCCGACCTGAAACGTGGCGATAAAGTTGTCATTACCGATGACCACATTCAGGCAGGAG
GATCTATGCTGGCAATGGAAGCAGCAGCCAAGGAGGCAGGTGTGGACGTGCTTGCTCTTGCAACGCTG
AGCGCCCATCCATTTTCACCGCAACTTACCATGTCCTCCGAGGTCAGCGCTTTTTTAGACGAAACCCT
AGCAGCTTGGGATCCTCAAGGAAAGGTTACTGAACGCCTTGCCGCAATCGGAATGCCGCGTGAGAAGT
TAACCAACAGCGAAGCGATGATTTTAATCGCCTACGCAATAGATCCGGCCAGCGATTCGGCAATCTTA
AGATTCGAGTCAATTCAAAATAACTTGTTCAAAAGAGCCCATCTTCACAATGTAGGGATAGACCCGGA
CGCGCCAGATACGCTTGAGCAAATGCAAAAACTAAGTTCCATGCAAGAGATGGCAGGGACGGATTCTG
CGCGTCACTTCGTAGATGATGCGAAAGTTCTCGAAGGTGAGCATGATTCGCTTATTCCTATCTTGAAA
ATGAAACCTGCTTCACCTGATGAAATCGTGAAAGAGCTCGACCAAGTTAGTTTGGCGAGCCGTTCCTC
AATCCAAGCGTCTGAGGTAAAACAGGTCGTCGTATTGGATTGGGACGACTGTCTGCGTGACGAAAAAG
GATTGAATTATAAGCTTATGCATAACGCGTTGGCTATCACAGCAAGGGAACATGCGTCGACATTGCCT
GAACTCGGAGATGCCGTAGCGGTCCTGCACAGCAAGTTGAACGGTGCAGAACCGGTCGACGAGGAAGC
GCCATTGCTGATGAAAAATCAAAAAGACTTTTCATCTTATTTGATGGGTAGGCAAAGCATATATAAGC
GCCACATAATTGAAGATTTTGTTCGGAAAATGCTCCCAGGAATTTCTGAGCATAAAGCAGCGTCGATA
AATAATGCCGTATACTCTAACTTTGTCCGCGAATATAAAATGCTAGTAAAGCCGGAAGTTTCGAAAAA
AAATTATAGTCGAGATGTTCCGTTCCCGGATATTGAGCTTTCCCTACTTCCTGGCGCAAAAGAAATTC
TGGAGAAATCACGCAATGCGAATTCTCGCGTCATATTGATCAGTAATCGCGGCCATGGCGATTTGGAA
AACGAGATCAATCATCTTGGCATGATGCACTACTTTGACGTGGTGTCCGGCGCGGAAGAAGTCACCCT
TGAAAAGTCGCATTTGCCCCCTTCTCAAATGCCTGAAGATTTGCAGAAGCGACTTATCAATTCATTGA
ATGGCAGTGACGAAGAAGCACTACGGGCTACTCTTTCAGAGGCAGCAATTTACGCCCATCCGGATTCC
ACGACCATTGAACGGATCGACAAAAAACCAGATTCAACGAGATTGGCAGAGAGCCTTGAGCGGCTCTC
GGTTCAACCTAATGTGCCGATAACCTCTTACGGCGATCAACCCTCCGATATCAAGCAATTAAAGAGTG
TTGCGGAGCCAAAGAGCCGTGTACTCAAGGGGGTGATCGTCAACGCGCAGCGTGACGACGTGGGCAGG
GAAATTGATGTCGACGGGGTGCCAACCCGTGTTGTATCTAAAATCACGGAACTTTAG



ANHANG

Proteinsequenz von XopC

MKTSSASKSHYTGQFPQGDLQPKTPIPVGRNSEIPKDAALSAQLKGLRPLDRKPSKMPTSSSDLQAVN
KMIENRSNDVGKGQFLLSTQSLGSAERVDSQNYHSRNESGKAPLFFSEFATEKPSLQSVKSLSQGKQD
YYAVRHVGKRGRDLFTDEPIEGENSKLGRLKTSPLLSTQSQGTRAIRAFAATATIDKSRGEYVARLHR
HVVEALGDEGGVVHLLRPTRDHYAEDSTLNFFTFCEQTELASSLNSLEATISAKKEDRKPIVFTDHKSL
VGLSRTSRTEASPIGRLVQQPYFVTSD

SPQLTMSSEVSAFLDETLAAWDPQGKVTERLAAIGMPREKLTNSEAMILIAYAIDPASDSAILR
FESIQNNLFKRAHLHNVGIDPDAPDTLEQMQKLSSMQEMAGTDSARHFVDDAKVLEGEHDSLIPILKM
KPASPDEIVKELDQVSLASRSSIQASEVKQVVVLDWDDCLRDEKGLNYKLMHNALATITAREHASTLPE
LGDAVAVLHSKLNGAEPVDEEAPLLMKNQKDFSSYLMGRQSIYKRHIIEDFVRKMLPGISEHKAASIN
NAVYSNFVREYKMLVKPEVSKKNYSRDVPFPDIELSLLPGAKEILEKSRNANSRVILISNRGHGDLEN
EINHLGMMHYFDVVSGAEEVTLEKSHLPPSQMPEDLQKRLINSLNGSDEEALRATLSEAAIYAHPDST
TIERIDKKPDSTRLAESLERLSVQPNVPITSYGDQPSDIKQLKSVAEPKSRVLKGVIVNAQRDDVGRE
IDVDGVPTRVVSKITEL

- vorhergesagte Phosphoribosyltransferasedomane
X - vorhergesagte HAD-like Hydrolase-Domane



ANHANG

Kodierende DNA-Sequenz von CaOAS-TL

ATGGCAGCAGAAAAGAATGGAATTGCCAAGGATGTAACTGAATTGATCGGTAACACTCCTTTGGTTTA
CCTGAATAATGTTGTGGATGGGTGTGTTGGACGTGTTGCTGCCAAGCTGGAAAGCATGGAGCCATGCT
CTAGTGTTAAGGATAGGATTGGTTATAGTATGATTACTGATGCTGAGGAGAAGGGCCTAATCAAACCC
GGCGAGAGTGTTCTCATCGAACCTACAAGTGGAAACACCGGTGTTGGATTAGCATTCATGGCTGCTGC
TAAAGGCTACAAACTCATCATTACGATGCCTTCTTCAATGAGTCTTGAGAGAAGAATTATTCTGCGTG
CTTTCGGTGCTGAGTTGGTGCTTACTGATCCGGCAAAAGGGATGAAAGGTGCTATTTCGAAGGCTGAA
GAGATAAAGGCCAAAACACCCAACTCCTATATTCTTCAGCAATTTGAAAACCCTGCAAACCCAAAGAT
ACACTATGAAACCACTGGTCCTGAGATCTGGAAAGGCTCAAACGGGAAAGTGGATGCTCTAGTCTCTG
GAATTGGAACAGGAGGCACAATAACAGGTTCAGGCAAGTATTTAAGAGAGCAGAACCCCAACATCAAG
CTGTATGGCGTGGAACCAGTTGAAAGTGCTATTCTTTCTGGTGGAAAGCCTGGTCCACATAAGATTCA
GGGGATTGGTGCTGGTTTCGTTCCTGGTGTTTTGGAAGTTAACCTTATTGATGAAGTAGTTCAAGTTT
CAAGTGAAGAATCCATAGAAATGGCAAAGCTTTTGGCGATGAAGGAAGGATTGCTTGTGGGAATATCA
TCTGGTGCTGCTGCCGCTGCGGCAATTAAACTTGCTAAGCGCCCTGAAAATTCTGGGAAGCTCTTTGT
TGTTATTTTCCCAAGTTTCGGGGAGCGATATCTCTCCTCCGTGCTCTTTGAATCTGTCAGACGGGAAG
CAGAGAACATGACCGTGGAGCCTTGA

Proteinsequenz von CaOAS-TL

MAAEKNGIAKDVTELIGNTPLVYLNNVVDGCVGRVAAKLESMEPCSSVKDRIGYSMITDAEEKGLIKP
GESVLIEPTSGNTGVGLAFMAAAKGYKLIITMPSSMSLERRIILRAFGAELVLTDPAKGMKGAISKAE
EIKAKTPNSYILQQFENPANPKIHYETTGPEIWKGSNGKVDALVSGIGTGGTITGSGKYLREQNPNIK
LYGVEPVESAILSGGKPGPHKIQGIGAGFVPGVLEVNLIDEVVQVSSEESIEMAKLLAMKEGLLVGIS
SGAAAAAAIKLAKRPENSGKLFVVIFPSFGERYLSSVLFESVRREAENMTVEP
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