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Zusammenfassung

Das obligat aerob lebende Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) ist der Erreger
der bakteriellen Fleckenkrankheit bei Paprika und Tomate. Xcv vermehrt sich ausschliefflich im
Interzellularraum zwischen Wirtszellen und nutzt ein T3SS, welches essentiell fur dessen Pathogenitét
ist. Eine effektive Kolonisierung des Apoplasten ist auBerdem abhdngig von der Fahigkeit des
Bakteriums, verfiugbare Susbtrate nutzen zu koénnen, sowie Anderungen der Eisen- und O,-
Konzentrationen und den Mengen an ROS zu sensieren. Aconitasen kénnten aufgrund ihrer Fahigkeit
Anderungen in den Mengen dieser Substrate durch ihr labiles [4Fe-4S]-Cluster zu sensieren, wichtige
Proteine fiir die Anpassung an derartige Bedingungen innerhalb von Wirtspflanzen darstellen.
Aconitasen sind bifunktionelle Proteine, welche als Holoenzyme die reversible Umsetzung von Citrat
zu Isocitrat im TCA-Zyklus katalysieren. In der Anwesenheit von ROS, hohen Konzentrationen an O,
oder Eisenlimitierung, disassembliert jedoch das [4Fe-4S]-Cluster, wodurch die Aconitasen als Apo-
Proteine zu einer posttranskriptionellen Genregulation bei vielen zelluldren Prozessen durch Bindung
an spezifische mRNA-Strukturen befahigt sind. Xcv besitzt drei Aconitasen (AcnA, AcnB und
AcnA2), wobei die Gene acnA und acnB benachbart im Genom lokalisiert sind. Das Gen acnA2
befindet sich jedoch an einer anderen Stelle im Genom. Das acnB Gen wird mit den stromaufwarts
befindlichen kleinen Genen roaX und roaY kotranskribiert, welche fiir ein neues Toxin-Antitoxin-
(TA) System kodieren. Eine Deletion von roaX-roaY fuhrt zu einer erhdhten Synthese des AcnB-
Proteins, was ein verbessertes Wachstum mit Citrat als C-Quelle zur Folge hat. Im Gegensatz dazu
zeigt eine acnB Mutante ein reduziertes Wachstum, sowohl in vitro mit Citrat als C-Quelle, als auch in
planta. Diese Daten zeigen, dass AcnB die Hauptaconitase von Xcv wéhrend des Wachstums im
Apoplast der Wirtspflanzen darstellt und die Synthese von einem TA-System kontrolliert wird.

Wéhrend eine acnA Mutante keinen klaren Phé&notyp aufweist, hat eine Deletion von acnA2 ein
reduziertes Wachstum von Xcv in planta, allerdings ein verbessertes Wachstum in vitro mit Citrat als
C-Quelle zur Folge. Weiterhin fuhrt eine Deletion von achA2 zu einer erhéhten Expression von acnA,
acnB, roaY, XCV1157 (kodiert eine Citratsynthase), zwf2 (Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase), suh
(Saccharosehydrolase) und des ohr Gens (kodiert ein Resistenzprotein gegen organische
Hydroperoxide), aber zu einer reduzierten Expression von fur (Eisenaufnahmeregulator) und baf
(Bakterioferritin-assoziiertes Ferredoxin). Daher scheint AcnA2, im Gegensatz zu AcnB, in die
Regulation von Genen des Citrat- und Kohlenhydratstoffwechsels, sowie auch der Eisenhomdostase
involviert zu sein. Da eine acnA2 Mutante sich durch erhéhte Sensitivitat gegeniiber ROS auszeichnet,
scheint eine bedeutende Funktion von AcnA2 im Schutz gegeniiber oxidativem Stress zu bestehen. Ein
weiteres wichtiges Fe-S-Protein von Xcv ist das FNR-dhnliche Protein (FLP). FLP ist der
Hauptaktivator ~ der  Expression des cydABX  Operons, welches eine  hochaffine
Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase kodiert. Neben FLP ist auch AcnA2 in die Anpassung von Xcv an

schwankende O,-Konzentrationen involviert, da AcnA2 ebenfalls eine aktivierende Funktion auf die



cydABX Expression besitzt. Diese Daten veranschaulichen die Bedeutung dieser Fe-S-Proteine fur eine

erfolgreiche Kolonisierung des pflanzlichen Apoplasten durch Xcv.



Summary

The obligate aerobic living bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) is the causal
agent of the bacterial spot disease on pepper and tomato plants. Xcv grows in the intercellular space
between plant cells and a type Il secretion system is essential for pathogenicity. Effective
colonization of the apoplast by Xcv relies upon the bacterium being able to adapt to changing substrate
availability, as well as being able to sense and cope with changes in iron- and oxygen-levels along
with reactive oxygen species (ROS). Aconitases might be important proteins in adaptation to such an
environment because of their ability to sense changes in ROS, O, and iron due of a labile [4Fe-4S]
cluster. Aconitase are bifunctional proteins that usually catalyze the reversible conversion from citrate
to isocitrate as a Holoenzyme in the TCA-cycle. However, in the presence of ROS, high O, or low iron
their labile [4Fe-4S] cluster disassambles and they assume the role of a posttranscritpional regulator of
gene expression in many cellular processes by binding to specific mMRNA. Xcv possesses 3 aconitases
(AcnA, AcnB and AcnA2), whereby the genes acnA and acnB are located adjacent to each other on
the genome. The acnA2 gene is located elsewhere in the genome. The acnB gene is cotranscribed with
two small genes roaX and roaY, which lie upstream and encode a novel toxin-antitoxin (TA) system.
A deletion of roaX-roaY causes increased synthesis of the AcnB protein leading to enhanced growth
with citrate as a carbon source. In contrast, an acnB mutant exhibits a reduced growth phenotype in
planta and in vitro with citrate as a carbon source. Together, these data suggest that the TA system
controls synthesis of AcnB, which is the main aconitase during growth in the plant apoplast.

While the role of the AcnA protein is still unclear, an acnA2 mutation causes reduced growth of Xcv in
planta. Moreover, the acnA2 mutation induces expression of acnA, acnB, roaY, XV1157 (encodes a
citrate synthase), zwf2 (glucose-6-phosphate-dehydrogenase), suh (saccharose hydrolase) and ohr
(encodes an organic hydroperoxide resistance protein) but reduces expression of fur (regulator of iron
uptake) and baf (bacterioferritin-associated ferredoxin). Therefore, in contrast to AcnB, AcnA2
appears to be involved in regulation of genes of the citrate and carbohydrate metabolism and also iron
homeostasis. Moreover, achA2 mutants are more susceptible to ROS suggesting that AcnA2 has an
important function in protection against oxidative stress. A further important iron-sulphur protein
encoded in the genome of Xcv is the FNR-like protein (FLP). FLP is the main activator of the cydABX
operon expression, which encodes a high-affinity cytochrome d ubiquinol oxidase. In addition to FLP,
AcnAZ2 is also involved in adaptation to varying oxygen concentrations because it is also required to
activate cydABX operon expression. Together, these findings demonstrate the importance of these

iron-sulphur proteins in the effective colonization of the plant apoplast by Xcv.
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1 Einleitung

Bakterien stellen aufgrund ihrer Anpassungsféhigkeit an die verschiedensten Habitate und
Umweltbedingungen die vielseitigste Domane des Lebens dar. Aufgrund dieser Anpassung kam es zur
Entwicklung der unterschiedlichsten Lebensweisen, wobei Bakterien neben einer Rolle als
Destruenten oder in Symbiosen mit anderen Organismen, auch als Pathogene existieren, welche sich
durch die Schadigung des Wirts auszeichnen. Durch die unterschiedlichen Umgebungen bzw.
Bedingungen innerhalb der Wirte, sowie durch Koevolution mit ihren spezifischen Wirten haben
pathogene Bakterien mannigfaltige Infektionsstrategien entwickelt. Neben Tieren und Menschen
stellen auch Pflanzen ein wichtiges Reich an bakteriellen Wirten dar. Aufgrund der vielféltigen
Funktionen von Pflanzen als Nahrung, Werkstoffe, Genuss- und Heilmittel, sowie auch als Sauerstoff-
und Energielieferanten nimmt die Prdvention von Erkrankungen eine zentrale Rolle ein. Neben
Vertretern von grampositiven Gattungen wie Clavibacter, sind vor allem zahlreiche gramnegative
Gattungen, wie Erwinia, Agrobacterium, Ralstonia, Pseudomonas und Xanthomonas 6konomisch
bedeutende Pflanzenpathogene. Gerade in Anbetracht der wachsenden Weltbevélkerung und dem
einhergehenden Riickgang landwirtschaftlich nutzbarer Anbauflachen stellt die Identifizierung von
molekularen Mechanismen, wahrend einer Interaktion von Pathogenen und nahrungsliefernden Nutz-
und Kulturpflanzen, einen wichtigen Aspekt dar. Eine effektive Besiedlung von Wirtspflanzen gelingt
jedoch nur spezialisierten Pathogenen, da viele Pflanzen (ber eine dauerhafte Resistenz verfligen. Die
Aufklarung der Strategien derartiger Pathogene und die damit verbundene Erlangung von Kenntnissen
tiber entsprechende Prozesse, sowie die Etablierung effizienter Bekdmpfungsmethoden, sind
Schwerpunkte vieler Forschungsarbeiten.

Im Fokus dieser Arbeit steht das Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, welches den
Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit von Paprika- und Tomatenpflanzen darstellt (Jones et al.,
1998). Nach Ausbildung der Krankheit kommt es, durch Blattverlust, chlorotischen nekrotischen
Lasionen an Blattern, Stangel, Frichten und Bliten, zwangslaufig zu enormen EinbuBen der
pflanzlichen Ausbeute (Tamir-Ariel et al., 2007). Im Bereich der Erforschung von essentiellen
Mechanismen wahrend derartiger Pathogen-Wirt-Interaktionen sind noch viele Fragen offen, fir

dessen Klarung X. campestris pv. vesicatoria als Modellorganismus genutzt wird.
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1.1 Das phytopathogene Bakterium Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xcv)

Bei dem Mikroorganismus X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) handelt es sich um ein gramnegatives,
stdbchenformiges und polar begeilleltes Gammaproteobakterium, welches der Familie der
Xanthomonadacea angehort. Die Vertreter der Gattung Xanthomonas zeichnen sich durch eine
charakteristische  Gelbfarbung, aufgrund membrangebundener Xanthomonadine aus, welche
bromhaltige Polyenverbindungen darstellen. Ebenso sind Xanthomonas spp. charakterisiert durch die
Bildung des extrazelluldren Poylsaccharides Xanthan, welches aufgrund der hohen Hydratisierung und
der anionischen Konsistenz als Biofilm zum Schutz der Zelle fungiert und auch als Verdickungsmittel
in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie Anwendung findet (Becker et al., 1998). Die Vertreter der
Gattung Xanthomonas, bei der es sich um eine der groBten Gruppe phytopathogener Bakterien
handelt, verursachen zusammen mit Mitgliedern der Gattung Xylella, welche ebenfalls der Familie
Xanthomonadacea angehdren, eine breite Vielfalt an schwerwiegenden Krankheiten bei (ber 400
agrarwirtschaftlich bedeutenden Pflanzen (Blttner and Bonas, 2009; Naushad and Gupta, 2013).
Einige der 6konomisch wichtigsten Pflanzen, welche von Spezies dieser Gattungen befallen werden
sind Tomate, Kohl, Paprika, Banane, Zitrone, Weintraube, Reis, Pfirsich, Pflaume, Mandel, Kaffee
und Ahorn (Purcell and Hopkins, 1996; Bhattacharyya et al., 2002; Van Sluys et al., 2002; Lee et al.,
2005; Chatterjee et al., 2008; Salzberg et al., 2008; Ryan et al., 2011). Die Tomate ist hierbei u.a. eine
der am weit verbreitetesten und am hdaufigsten konsumierten Gemisesorte der Welt und dessen
Nachhaltigkeit von Okonomischer Bedeutung, da auch bioaktive Komponenten, wie phenolische
Stoffe enthalten sind (Barros et al., 2012). Auch die Paprika ist in der Kiiche nahezu jedes Landes
allgegenwartig und sogar in der Pharmazie aufgrund des Alkoloids Capsaicin und dessen u.a.
durchblutungsférdenden Wirkung nicht mehr wegzudenken (Bortolotti, 2013).

Das sequenzierte Genom von Xcv weist einen GC-Gehalt von 64,75 mol-% auf und beinhaltet ein 5,17
Mb groRes Genom, vier Plasmide (p2; p19, p38, p182) und bringt 4726 hypothetische Proteine hervor
(Thieme et al., 2005). Xcv ist ein obligat aerob lebendes Bakterium, welches jedoch auch bei niedrigen
Sauerstoffkonzentrationen zu Wachstum féhig ist.

Xcv breitet sich durch Schlagregen, Feldarbeiter, Feldmaschinen und Aerosole aus und tberlebt auf
Wirtspflanzen, Samen und Pflanzenresten, im Boden jedoch maximal einige Wochen. (Agrios, 1997,
Agrios, 2005). Es lberdauert vermutlich als Epiphyt auf der Oberflache der Pflanze, bis es Uber
natiirliche Offnungen wie Hydathoden und Spaltoffnungen oder Wunden in die Wirtspflanzen Paprika
(Capsicum anuum) und Tomate (Solanum lycopersicum) eindringt. Xcv vermehrt sich dort interzellular
im Apoplasten (Biittner and Bonas, 2009). Die Abb. 1 zeigt, dass sich die manifestierte, bakterielle
Fleckenkrankheit an der Ausbildung schwarz-brauner L&sionen bei Paprika- und Tomatenpflanzen

erkennen l&sst.
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Abb. 1: Bakterielle Fleckenkrankheit bei Paprika und Tomate nach Infektion mit Xcv.

A: Merkmale der bakteriellen Fleckenkrankheit eines infizierten Papikablattes; B Krankheitsausbildung einer Xcv-infizierten
Paprikafrucht (A+B: APSnet; www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokaryotes/Pages/Bacterialspot.aspx); C: Xcv-
infiziertes Blatt einer Tomatenpflanze (University of Florida; http://erec.ifas.ufl.edu/tomato-scouting-guide/images/diseases/
bacterial-spot118.JPG); D: Krankheitssymptome bei Tomatenfriichten (APSnet; www.apsnet.org/edcenter/intropplessons/
prokaryotes/Article%20Images/BacterialSpot11.jpg).

Die bakterielle Fleckenkrankheit ist ubiquitar verbreitet, jedoch sind Temperaturen von 24-30 °C,
sowie eine relativ hohe Luftfeuchtigkeit optimale Bedingungen zum Ausbruch der Krankheit (Tamir-
Ariel et al., 2007). Eine erfolgreiche Infektion der Wirtspflanze ist oft abhéngig wvon
Proteinsekretionssystemen, durch die Proteine in das extrazellulédre Milieu transportiert oder Proteine
und/ oder DNA direkt in die Pflanzenzelle transloziert werden. Derartige, translozierte Proteine
werden als Effektorproteine bezeichnet (Buttner and Bonas, 2009). Um eine effiziente Kolonisierung
des Wirts und die Ausbildung der Krankheit zu gewdhrleisten, werden von vielen Pathogenen oft eine
Kombination aus verschiedenen Proteinsekretionssystemen verwendet (Preston et al., 2005).

Xanthomonas spp. verfugen tber sechs Proteinssekretionssysteme (T1SS, T2SS, T3SS, T4SS, T5SS,
T6SS), welche sich maBgeblich in ihrer Zusammensetzung, Funktion und Sekretion von Substraten
unterscheiden (Gerlach and Hensel, 2007). Unter den Sekretionssystemen ist jedoch nur das T3SS,
T4SS und T6SS mit einem extrazelluldren Pilus ausgestattet, der das Bakterium zur extrazellul&ren
Sekretion oder zur Translokation von Effektorproteinen in die Wirtszelle befahigt (Buttner and Bonas,
2009). Eine Translokation konnte jedoch experimentell bislang nur fur das T3SS tberprift werden.

Das T3SS ist essentiell fur die Pathogenitdt von Xcv und stellt den Hauptpathogenitétsfaktor unter
3
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gramnegativen, pflanzen- und tierpathogenen Mikroorganismen dar. In phytopathogenen Bakterien
wie Xcv wird das T3SS vom chromosomalen hrp (hypersensitive reaction and pathogenicity)
Gencluster kodiert (Bonas, 1991). Das hrp Gencluster setzt sich aus mehr als 20 Genen zusammen,
welche in mehreren Transkriptionseinheiten organisiert sind (Buttner and Bonas, 2002).
Deletionsmutanten der hrp Gene sind zum einen unféhig in eine konventionelle Interaktion mit der
Wirtspflanze zutreten und zum anderen auch nicht in der Lage sich im pflanzlichen Gewebe zu
verbreiten. Die Expression der hrp Gene findet hierbei nur in der Pflanze oder in einem synthetischen
Minimalmedium (XVMZ2) statt (Schulte and Bonas, 1992; Wengelnik and Bonas, 1996). Zwei Gene,
hrpG und hrpX, welche auBerhalb der hrp-Gen-Cluster lokalisiert sind, kodieren regulatorische
Proteine dieser hrp Gene und sind Bestandteil einer noch nicht aufgeklarten Reaktionskaskade. HrpG
ist ein Responseregulator, welcher die Expression eines genomumfassenden Regulons, in den meisten
Fallen Uber den Transkriptionsaktivator HrpX kontrolliert (Wengelnik and Bonas, 1996; Wengelnik et
al., 1996b; Noél et al., 2001). Darunter befinden sich neben Genen von Effektorproteinen auch Gene
von extrazelluldaren Abbauenzymen. Da eine erfolgreiche Ausbildung der Krankheit durch Xcv
abhéngig von der Translokation von sogenannten T3-Effektoren ist, zeigen sich jene Bakterien
apathogen, denen durch Mutation ein funktionelles T3SS fehlt (Alfano and Collmer, 2004).

Aufgrund von experimentellen und bioinformatischen Analysen konnten in Xcv 30 verschiedenen T3-
Effektoren identifiziert werden (Bittner and Bonas, 2009 ; http//:www.xanthomonas.org). Die ersten
T3-Effektoren wurden aufgrund der Auslosung einer Abwehrreaktion bei Pflanzen identifiziert,
welche Uber korrespondierende R Gene verfugten (White et al., 2000). Solche R-Proteine resistenter
Pflanzen aktivieren eine Abwehrreaktion, welche als hypersensitive Reaktion (HR) bezeichnet wird.
Dies ist die Folge einer Bindung der R-Proteine an spezifische, bakterielle Effektorproteine.
Aufgrunddessen werden diese Effektorproteine als Avr (avirulence) Proteine bezeichnet (Jones and
Dangl, 2006). Bei der HR handelt es sich um eine lokale Nekrose, wobei dem Bakterium die
Néhrstoffe, zur Einschrankung dessen Vermehrung, entzogen werden (Klement, 1982). Allerdings
fungieren diese T3-Effektoren in suszeptiblen Pflanzen als Virulenzfaktoren, wodurch es zur
Schwéchung der basalen Abwehr der Wirtspflanze und zur Freisetzung von Nahrstoffen und Wasser
in den Apoplasten kommt (Stall, 1995; Bonas et al., 2000; Mudgett, 2005). Dies fiihrt zur Ausbildung
von makroskopischen Krankheitssymptomen, die als water soaked lesions (waéssrige L&sionen)
bezeichnet werden und sich spater durch nekrotisches Gewebe auszeichnen.

Einige der T3-Effektorproteine bendtigen zur effizienten Translokation das T3SS-Chaperon HpaB, das
sich durch eine hohe Substratspezifitat auszeichnet (Blttner et al., 2004; Biittner et al., 2006). Die
groRte Gruppe von T3-Effektoren ist die AvrBs3/PthA Familie der transcription-activator-like (TAL)-
Effektoren, welche eukaryotische Transkriptionsaktivatoren imitieren und die Transkription von
Pflanzengenen induzieren, um das Wachstum und die Verbreitung zu férdern (Marois et al., 2002;
Yang et al., 2006; Kay et al., 2007; Boch et al., 2009).
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Neben dem T3SS besitzt Xcv zwei Typen eines T2SS, die als Xcs und Xps bezeichnet werden
(Thieme et al., 2005). Hierbei stellt das Xps-T2S-System ebenso einen wichtigen Virulenzfaktor dar
(Szczesny et al., 2010). Es unterstiitzt zum einen die Ausbildung von Krankheitssymptomen und die
effiziente Translokation von Effektorproteinen durch das T3SS und zum anderen sekretiert es
Proteasen und eine virulenzassoziierte Xylanase.

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden viele Studien durchgefiihrt und einige molekulare
Mechanismen identifiziert, die einer Pathogen-Wirt-Interaktion unterliegen. Neben der Wichtigkeit
der Ausbildung eines Sekretionssystems, wie dem T3SS und der Translokation von Effektorproteinen,
wachsen jedoch auch die Erkenntnisse Uber die Wichtigkeit der Etablierung des Pathogens in den
Wirtspflanzen und die Fahigkeit eine Krankheit hervorzurufen (Tamir-Ariel et al., 2007). Bei der
Infektion mit Xcv handelt es sich um einen sehr komplexen Infektionsprozess, welcher die
Koordination vieler bakterieller Gene benétigt, deren Identitdten und Funktionsweisen zum grofiten
Teil noch unbekannt sind.

Studien mit besonderen IVET-Systemen (in vivo Expressionstechnologie; (Mahan et al., 1993))
identifizierten Promotoren, welche eine spezifisch induzierte oder verbesserte Aktivitdt unter
artifiziellen Wirtsbedingungen aufwiesen (Tamir-Ariel et al., 2007). Sogenannte RIVET Studien
(recombinase-based -IVET) beruhen auf der Induktion eines promotorlosen Rekombinasegens,
wodurch irreversibel aktivierte Promotoren erfasst werden konnten (Camilli and Mekalanos, 1995;
Tamir-Ariel et al., 2007). Mit dieser sensitiven Methode gelang es schwach oder transient induzierte
Gene, wéhrend einer Infektion der Wirtspflanze Tomate zu identifizieren. Es wurde belegt, dass der
Krankheitsprozess nicht von Einzelgenen beherrscht wird, sondern eine Genmaschinerie an der
Pathogen-Pflanzen-Interaktion beteiligt ist. Dabei handelt es sich um eine grofRe Anzahl von Genen,
welche nicht per se mit der Virulenz des Organismus assoziiert sind. Diese Genmaschinerie ist wichtig
fiir die verschiedenen Phasen des Infektionsprozesses, wie dem ersten Uberleben und der Anpassung
an die feindliche Umgebung des Wirts, die Ausbreitung und Uberwindung der pflanzlichen Abwehr,
sowie letztendlich die Schéadigung der Wirtspflanze, um Zugang zu den Nahrstoffreservoiren zu
erlangen.

Es haben sich zahlreiche regulatorische Systeme in Xcv entwickelt, um die Genexpression der
Virulenzfaktoren an verschiedene extrazelludre Stimuli, wie Populationsdichte, Verfugbarkeit von

Né&hrstoffen und auch Sauerstoffkonzentrationen anzupassen (Bdttner and Bonas, 2009).
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1.2 Der Apoplast als Lebensraum von Xcv: Substrate, Kohlenstoffquellen
und die Sensierung von Stressbedingungen
Xcv vermehrt sich im Apoplasten der Wirtspflanzen, wobei es sich um ein zentrales und sehr
bedeutendes Kompartiment handelt. Die Anderungen von Umweltbedingungen werden in vielen
Fallen nicht direkt von den Zellen empfangen, sondern zeigen sich in Anderungen des interzellularen
Milieus von Pflanzen (Hoson, 1998). Der Apoplast hoherer, terrestrischer Pflanzen ist ein essentieller
Speicher- und Reaktionsraum, welcher die Zellgewebe miteinander verbindet und am Transport von
Stoffen beteiligt ist (Sattelmacher, 2001). Neben zahlreichen katalytischen Enzymreaktionen und
Abwehrprozessen ist er ebenso im Gasaustausch zwischen der Umwelt und den Pflanzenzellen
involviert und dient als Speicher von O,.
Da der Apoplast pflanzlicher Wirtsgewebe als Lebensraum von Xcv dient, ist das Bakterium auch dort
mit Mechanismen der pflanzlichen Abwehr konfrontiert. Die Abwehrmechanismen der Wirtspflanzen
dienen der Unterbindung der bakteriellen Verbreitung und stellen somit Stressfaktoren fiir Xcv dar. In
vielen Pflanzen umfassen derartige Stressbedingungen neben Kalloseablagerungen in Zellwéanden und
der Expression von pathogenesis-related (PR)-Genen auch die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO),
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS), wie z.B. H,O, und O,, sowie auch
Anderungen des pH-Wertes im Apoplasten der Pflanze (Mehdy, 1996; Delledonne et al., 1998; Durner
et al., 1998; Nirnberger and Brunner, 2002; Jittawuttipoka et al., 2010).
Bei vielen Pathogen-Wirt-Interaktionen, vor allem von tierpathogenen Mikroorganismen, sind
induzierte Stressfaktoren wie die Limitierung von Eisen und Sauerstoff als Teil der Abwehr des Wirts
bekannt (Griffiths, 1987; Somerville et al., 2002; Dietz, 2012). Eisen ist eines der wichtigsten
Elemente und stellt fir Mikroorganismen einen wachstumslimitierenden Faktor dar und ist essentiell
fur viele zelluldre Prozesse (Kitphati et al., 2007; Jittawuttipoka et al., 2010). Seine biologische
Funktion ist meist abhdngig von der Verbindung zu Enzymen bzw. dem Einbau in verschiedene
Proteine, entweder als mono- oder binukleare Spezies oder in einer komplexeren Form als Teil von
Fe-S-Clustern oder Ham-Gruppen (Andrews et al., 2003). Mehr als 100 Enzyme des priméren und
sekundaren Metabolismus besitzen einen eisenhaltigen Kofaktor, wie ein Fe-S-Cluster oder eine Him-
Gruppe (Miethke and Marahiel, 2007). Eisen ist somit an biologischen Prozessen beteiligt, wie
Photosynthese, N,-Fixierung, Methanogenese, H,-Produktion und -verbrauch, Atmungsketten, dem
TCA-Zyklus, Genregulation und DNA-Biosynthese (Becker et al., 1998; Andrews et al., 2003; Bailey
et al., 2008; Hu et al., 2008; Cox et al., 2010; Xu and Moller, 2011).
Eisen kommt unter physiologischen Bedingungen hauptsichlich in den Formen des reduzierten
zweiwertigen Eisens (Fe®*) und des oxidierten dreiwertigen Eisens (Fe**) vor. Dieses reversible
Fe?*/Fe® Redoxpaar ist bestens geeignet um ein breites Spektrum an Redoxreaktionen zu katalysieren
und eine Funktion als Vermittler in Elektronentransportketten einzunehmen (Miethke and Marahiel,

2007). Jedoch kann Eisen auch die Bildung von toxischen freien Radikalen, in der Anwesenheit von
6



Einleitung

Sauerstoff, durch die Fenton Reaktion katalysieren, welche Membranen, Proteine und DNA schadigen
(Hentze and Kuhn, 1996). Die hohe Reaktivitat von Eisen hat zur Folge, dass es in Zellen nie als freies
lon vorkommt. In den meisten mikrobiellen Habitaten kommt es meist zur spontanen Oxidation des
léslichen Fe®* oder zur Oxidation durch molekularem Sauerstoff zu dem wenig l8slichen Fe**
(Miethke and Marahiel, 2007). Bei einem physiologsichen, neutralen pH-Wert ist durch die geringe
Loslichkeit wenig freies Fe®" fir Bakterien verfiigbar (10™® M). Vor allem bei einer Alkalisierung des
pH-Wertes sinkt die Loslichkeit von Eisen und es kommt zu einem vorherrschenden Eisenmangel.
Bakterien bendtigen Eisen im mikromolaren Bereich, wobei eine interne Eisenkonzentration unter
10 M einen kritischen Wert fir mikrobielles Wachstum darstellt. Die geringe Verfiigbarkeit von
Eisen ist vor allem fir pathogene Mikroorganismen ein Problem, da diese es ihrem Wirt entziehen
missen. Daher ist die Synthese von Siderophoren, welche unter eisenlimitierenden Bedingungen
induziert wird, von grofRer Bedeutung und die verbreitetste Form der Eisenerlangung unter Bakterien
(Visca et al., 2002). Siderophore zeichnen sich durch ein geringes Molekulargewicht und einer hohen
Affinitat zu Fe** aus (Ratledge and Dover, 2000). Die Siderophor-Fe**-Komplexe werden durch
aktiven Transport in die bakterielle Zelle aufgenommen, der durch Proteine von TonB Komplexen
(TonB, ExbB und ExbD) energetisiert wird (Postle and Kadner, 2003).
Eisen ist in Pflanzen oft an organische Sduren wie Citrat oder Malat gebunden und wird im Xylem der
LeitgefaRe transportiert (Expert et al., 1996). Da ein UbermaR an intrazellularem Eisen toxisch fiir die
Zelle ist, muss die Eisenaufnahme streng kontrolliert erfolgen. Dies geschieht in vielen Bakterien
durch den Eisenaufnahmeregulator Fur (Subramoni and Sonti, 2005).
Auch das Genom von Xcv kodiert einen putativen Eisenaufnahmeregulator Fur (Xcv1560) und besitzt
mehrere Gene fur putative Proteine eines TonB-ghnlichen Eisenaufnahmesystems (Thieme et al.,
2005). Ebenfalls beinhaltet das Genom von Xcv die Gene feoA (XCV1900) und feoB (XCV1901),
welche ein putatives Fe?*-Aufnahmesystem kodieren. Uber Feo-Systeme von phytopathogenen
Bakterien ist wenig bekannt, jedoch konnte FeoB aus X.oryzae pv.oryzae (Xo0) in Zusammenhang mit
der Eisenaufnahme und Virulenz gebracht werden (Pandey and Sonti, 2010). Fe** wird oft in
Chelatkomplexen mit Citrat aufgenommen, wie es auch in Xoo gezeigt werden konnte. Hier ist ein
Citrattransporter wichtig fur die effiziente Eisenaufnahme (Yokosho et al., 2009).
Die Limitierung von Eisen und Sauerstoff wahrend eines Pathogenbefalls des Apoplasten von
Pflanzen ist bislang wenig untersucht. Jedoch existieren Indizien, dass ein Pathogen beim Befall von
Pflanzen mit niedrigen Sauerstoffkonzentrationen konfrontiert ist (Allen et al., 2009). Im Fall von
Eisen liegt z.B. eine Limitierung in Arabidopsis durch die Rickhaltung von Eisen durch Ferritin in
dem Bakterium Erwinia chrysanthemi vor (Dellagi et al., 2005). Ferritin ist ein eisenspeicherndes
Protein und wird in dieser Studie als Bestandteil des Abwehrsystems in Arabidopsis angesehen.
Auch im Apoplasten von Paprika- und Tomatenpflanzen ist durch die kontinuierlich steigende
Populationsdichte von Xcv sowie als Abwehrreaktion der Pflanze eine Sauerstofflimitierung denkbar.
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Neben geringen Sauerstoffkonzentrationen konnte Xcv dort ebenfalls mit ROS und niedrigen
Eisenkonzentrationen, sowie geringer oder sich &ndernder Substratverfiigbarkeit konfrontiert sein.

Die Abb. 2 zeigt einen Teil einer lichtmikroskopischen Aufnahme eines Blattquerschnittes von
Paprika nach Infiltration mit Xcv. Im Interzellularraum, welcher die Schwammparenchymzellen
miteinander verbindet, befinden sich Xcv-Zellen mit umgebenden Xanthan, welche hauptséchlich um

bzw. in unmittelbarer Nahe der Parenchymzellen zu finden sind.

Apoplast g

Schwammparenchymzelle

\

"

. ROS Limitierung?
= ¢
. / Substratlimitierung ?

Xcv mit x

-
umgebenden\> . (' e
Xanthan - . L

Abb. 2: Vermehrung von Xanthomonas campestis pv. vesicatoria im Apoplasten von Paprikablattern.
Lichtmikroskopische Aufnahme eines partiellen Blattquerschnittes von Paprikapflanzen nach Infiltration mit Xcv. Es wurden
Blatter einer 5-6 Wochen alten Paprikapflanze mit einer Zellsuspension von 5x10* cfu/ml in 10 mM MgCl, infiltriert und
nach 2 Tagen eine Probe im Form einer Blattscheibe zur Préparation und mikroskopischen Analyse enthommen. Dieser
partielle Ausschnitt eines Blattquerschnittes zeigt Schwammparenchymzellen umgeben von interzelluldrem Raum
(Apoplast), indem Xcv-Zellen, eingebettet in Xanthan, zu erkennen sind. Eingezeichnet sind u.a. potentielle Stressfaktoren fir
Xcev, die wéhrend des Wachstums im Apoplasten vorherrschen kdnnten (Aufnahme Dr. Gerd Hause, Universitatsbiozentrum,
MLU Halle-Wittenberg).

In der Abbildung wurden schematisch potentielle Stressfaktoren im Apoplasten wahrend der Infektion
mit Xcv wie ROS, Substratlimitierung, O,- und Eisenlimitierung eingezeichnet.

Die Ausbildung eines Biofilms und die Sekretion von extrazellulédren Polysacchariden (EPS) dienen
zum einen der Anheftung und Kontaktherstellung an die Wirtszelle und zum anderen auch als
Verbindung unter den einzelnen Bakterienzellen. Weitere Funktionen von EPS sind die Adsorption
von Wasser, die Akkumulation von Né&hrstoffen und der Schutz vor hydrophoben und toxischen
Makromolekilen (Rudolph, 1994; Denny, 1995). Eine kapsuldre Hille aus EPS stellt auch unter
Xanthomonas spp. einen essentiellen Virulenzfaktor dar und bildet einen Schutz gegen die
Abwehrmechanismen der Wirtspflanze (Katzen et al., 1998). Um die erforderlichen Zelldichten, zur

Eroberung des Wirts zu erreichen, muss Xcv neben der Sensierung von Stressfaktoren des pflanzlichen
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Abwehrsystems ebenso in der Lage sein sich an das interzelluldare Umfeld anzupassen und die
verfligbaren Nahrstoffe zu nutzen (Tamir-Ariel et al., 2007). Da die Verfligharkeit von Né&hrstoffen
ausschlaggebend fiir das Wachstum und die Pathogenitédt des Bakteriums ist, sind die Unterdriickung
der pflanzlichen Abwehr und die Entziehung von Né&hrstoffen die wichtigsten initialen Schritte des
Pathogenbefalls (Tang et al., 2005; Chen et al., 2010). Das Bakterium nutzt mehrere Strategien, um
benodtigte Nahrstoffe innerhalb der Wirtspflanze zu erlangen. Zum einen konnen alternative
metabolische Wege aktiviert werden oder Néhrstoffe durch den Abbau von Makromolekilen durch
z.B. Cellulasen und Amylasen erlangt werden. Eine dritte Strategie ist eine Anpassung durch Nutzung
der Kohlenstoff (C)-Quellen in ihrer verfligbaren Form.
Jede pathogene Spezies nutzt unterschiedliche Metabolite, sowie auch unterschiedliche Mechanismen
zur Nahrstofferlangung. Diese Mechanismen und die Nutzung der C-Quellen haben sich durch
Koevolution des Pathogens mit seinem spezifischen Wirt entwickelt (Tang et al., 2005).
Der pflanzliche Apoplast stellt als Lebensraum von Xcv eine Reihe von Metaboliten, wie
Zuckeralkohole,  Aminosauren und organische Sduren zur Verfligung, wobei die
Kohlenstoffversorgung von zentraler Bedeutung zu sein scheint (Solomon and Oliver, 2001;
Nadwodnik and Lohaus, 2008). Allerdings ist die Zusammensetzung der apoplastischen Fllssigkeit
und die Menge an Metaboliten in den verschiedenen Pflanzenarten unterschiedlich.
Uber die Regulation des Metabolismus und der Nutzung von Substraten von Xcv im Apoplasten der
Wirtspflanzen Tomate und Paprika ist wenig bekannt, jedoch wird von einer komplexen Beteiligung
von Mechanismen wahrend des Infektionsprozesses ausgegangen (Tamir-Ariel et al., 2007). Der
Erkennung nutzbarer Metabolite und die Induktion verschiedener Transportsysteme scheint eine grofle
Bedeutung zu zukommen (Galperin, 2004).
Saccharose stellt vermutlich in den meisten héheren Pflanzen die Haupttransportform von Kohlenstoff
dar (Kocal, 2011). In Xanthomonas spp. existieren mehrere Gene, welche fiir eine metabolische
Nutzung von Mono- und Dissacchariden sprechen. In X. campestris pv. campestris B100 (Xcc B100)
wurden neben den Entner-Doudoroff-Weg und eines Pentosephosphat-Wegs auch der komplette Satz
der Gene der Glykolyse identifiziert (Vorholter et al., 2008). In Xanthomonas spp. wird Glukose
hauptsachlich ber den Entner-Doudoroff-Weg und zu einem geringen Anteil durch den Pentose-
Phosphat-Weg verwertet. Weiterhin konnte in Xcc fur Fruktose ein Phosphoenolpyruvat-abhéngiges
Phosphotransferase-System beschrieben werden (de Crecy-Lagard et al., 1995). In X. axonopodis pv.
glycines (Xag), dessen Wirtspflanze die Sojabohne ist, wurde die Saccharosehydrolase, kodiert vom
Gen suh, als Saccharose-spaltendes und- verwertendes Enzym identifiziert (Kim et al., 2004). Auch
Xcv verfiigt Gber ein suh Gen (XCV3618), das flr eine putative Saccharosehydrolase kodiert (Thieme
et al., 2005; Kocal, 2011). Ebenfalls ist im Genom von Xcv ein sym Gen (XCV3616) zu finden,
welches einen Saccharose-Transporter kodiert. Die suh- bzw. sym-Genprodukte stellen die
Hauptaufnahmesysteme fur Saccharose dar, da Deletionsmutanten von Xcv nicht auf
9
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saccharosehaltigem Minimalmedium wachsen kénnen (Kocal, 2011). Jedoch spricht ein unverandertes
Wachstum dieser Mutanten in planta und eine Akkumulation von Saccharose im Apoplasten
verdnderter Tomatenpflanzen dafiir, dass Saccharose vermutlich nicht das Hauptmetabolit von Xcv im
Apoplasten der Wirtspflanzen darstellt (Kocal, 2011). In diesen Studien mit Tomatenpflanzen lag ein
erhéhter Energiebedarf im Wirt bei Pathogenbefall vor und es kam zu einer pathogenvermittelten
Veranderung des Gehalts an apoplastischen Hexosen durch eine erhdhte Aktivitat einer Zellwand-
gebundenen Invertase. Diese spaltet Saccharose in Fruktose und Glukose (Kocal et al., 2008; Kocal,
2011). Es kam ebenfalls zu einem erhéhten Transport dieser Hexosen in das Cytosol der Pflanzenzelle,
sowie zu einer Reprimierung von Photosynthesegenen (Koch, 1996). Es wird weiterhin davon
ausgegegangen, dass die extrazellularen Zuckermengen einen geringen Teil des léslichen
Gesamtzucker ausmachen. Obwohl Saccharose im Apoplasten von Tomate aufzufinden ist (Rico and
Preston, 2008), konnte in Studien mit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 jedoch nur &ulerst
geringe Mengen wahrend des Wachstums im Apoplasten von Tomate gefunden werden (Laue et al.,
2006). Es wird davon ausgegangen, dass die vorhandene Saccharose durch die Sekretion von

Levansucrase zum Exopolysaccharid Levan, als Teil des Biofilms, umgebaut wird.

Einige Studien konnten bereits ein Vorkommen von Citrat und anderen organischen S&uren in
pflanzlichen Apoplasten belegen (Expert et al., 1996; Lopez-Millan et al., 2000; Tamir-Ariel et al.,
2007; Kocal et al., 2008; Rico and Preston, 2008). Analysen des Apoplasten von Tomatenbldttern
nach Infiltration von Xcv identifizierten Citrat als C-Quelle von Xcv in planta. Der Citrat:H'-
Symporter CitH ist hierbei fir die Aufnahme von Citrat wahrend des Befalls der Wirtspflanze
verantwortlich und dies wiederum fur die Virulenz von Xcv (Tamir-Ariel, et al., 2007; Tamir-Avriel, et
al., 2011). Eine citH Mutante von Xcv zeichnete sich durch reduziertes Wachstum in planta aus. Als
weiteres Indiz fiir eine Citratnutzung von Xcv im Apoplasten von Tomate galt eine reduzierte
Citratkonzentration im Apoplasten nach Wachstum wvon Wildtyp und einem citH-
Komplementationsstamm, jedoch nicht nach Wachstum einer citH Mutante. Die Expression von citH
wird durch ein Zweikomponenten-Responsesystem TctD/TctE reguliert. Im Genom von Xcv existiert
neben citH ein weiteres Gen (cit; XCV3602), welches einen putativen Citrat:H"-Symporter kodiert
(Thieme et al., 2005).
Des Weiteren konnten durch IVET-Studien Gene fiir Enzyme des TCA-Zyklus identifiziert werden,
welche in vivo bei phytopathogen, jedoch nicht bei tierpathogen Mikroorganismen exprimiert waren
(Mahan et al., 1993). Dies spricht fiir eine spezifische Funktion dieser bakteriellen Enzyme wéhrend
der Interaktion von Pflanzen und ihren Pathogenen. Zum Beispiel ist beim Wachstum von Ralstonia
solanacearum im Xylem von Tomatenpflanzen das Gen fumC hdher exprimiert (Brown and Allen,
2004). Dies kodiert eine Fumarase, welche die Reaktion von Fumarat zu Malat im TCA-Zyklus
katalysiert. Neben diesen Erkenntnissen wurde auch bei P. syringae pv. tomato wéhrend des
10
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Wachstums im Apoplasten von Tomatenbléttern eine Induktion der Synthese von spezifischen
Stoffwechselwegen der Citratverwertung beobachtet (Rico and Preston, 2008). Eine weitere Studie
zeigte eine reduzierte Virulenz von Pectobacterium atrosepticum in Kartoffelknollen nach der
Blockierung eines Citrattransporters (Urbany and Neuhaus, 2008).

Neben der Funktion als C-Quelle ist Citrat auch als ein guter Chelator von Metallionen, v. a.
Eisenionen bekannt und erlaubt so einen effizienteren Transport dieser Mikronahrstoffe (Lopez-Bucio
et al., 2000). Eisen kommt in der Xylem- und Apoplastenfllissigkeit von Zuckerrriiben und anderen
Pflanzen hauptsachlich gebunden in Form von Eisen-Citrat-Komplexen vor (Expert et al., 1996;
Lopez-Millan et al., 2000). Dies deutet daraufhin, dass Citrat wichtig fiir den Transport von Eisen Uber
eine groBere Distanz (Wurzeln-Blatter) und spéter fur die Aufnahme in die Mesophyllzellen ist. Eine
erhéhte Menge an Malat und Citrat zur Steigerung der Eisenaufnahme im Apoplasten und im Xylem
von Zuckerriben verdeutlicht die Aufhahme von Eisen durch Komplexbildung mit organischen
Séuren.

Auch der pH-Wert im Apoplasten von Wirtspflanzen ist ein wichtiger Parameter fir die Verflgbarkeit
von essentiellen Substanzen und organischen Molekilen wie u.a. Zucker und Aminoséuren (Felle et
al., 2006). Eine reduzierte Sauerstoffversorgung des Apoplasten fiihrt zur Depolarisierung von
Membranen, was eine Alkalisierung des pH-Wertes tber 6,0 zur Folge hat. Dies flhrt zu einer
Reduktion der pmf (proton motive force) von 70 %, wodurch der Protonen-betriebene Transport
gestort wird. Daher sollten reduzierte Sauerstoffbedingungen nicht von langer Dauer sein. Eine
Eisenlimitierung fiihrt ebenfalls zu einer Alkalisierung des pH-Wertes des Apoplasten (Mengel, 1995).
Citrat stellt ein wichtiges Siderophor in pflanzlichen Apoplasten dar und zeichnet sich durch eine hohe
Affinitat zu Eisen bei einem pH von 5,0 - 6,0 aus, wie er im Apoplasten von Tomate vorliegt (Jia and
Davies, 2007; Jones and Wildermuth, 2011). Citrat gilt als favorisierter Eisen-Ligand bei pH-Werten
der Apoplasten von Blattern (Von Wiren, 1999; Rellan-Alvarez et al., 2008).

Phytopathogene Mikroorganismen wie P. syringae pv. tomato nutzen eine Kombination aus
konstitutiv synthetisierten und Pflanzen-induzierten Stoffwechselwegen um sich an die Verwertung
der im Apoplasten vorkommenden, energetisch glinstigen Néhrstoffe anzupassen bis diese limitierend
werden (Rico and Preston, 2008).

Da Xcv moglicherweise neben Citrat eine Reihe von anderen Substraten u.a. Sachharose, Glukose,
organische Sduren und AS nutzen kann, konnte ebenfalls eine Kombination von verschiedenen
Stoffwechselwegen bzw. eine schnelle Induktion alternativer Wege vorliegen.

Die Sensierung von Stressbedingungen und verfuigbaren Substraten im Apoplasten und die Initiation
der erforderlichen Genregulation muss hierbei durch spezielle Sensorproteine gewahrleistet werden.
Bei vielen Mikroorganismen konnte eine Rolle von Fe-S-Proteinen im Zusammenhang mit der

Sensierung von ROS und Eisenlimitierung belegt werden (Tang et al., 2002; Rouault, 2006).
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Aconitasen sind aufgrund ihres labilen [4Fe-4S]-Clusters geeignete Sensorproteine, die Anderungen
im O,-, ROS- und Eisengehalt detektieren kénnen (Cunningham et al., 1997; Wilson et al., 1998;
Tang and Guest, 1999). Aconitasen konnten daher auch eine wichtige sensorische Rolle in Xcv

wahrend der Infektion von Paprika- und Tomatenpflanzen Gibernehmen.

1.3 Xcv verflgt Uber drei Aconitase Proteine

Anhand der Genomsequenz besitzt Xcv drei Gene fiir Aconitase Proteine, wobei es sich um zwei
Aconitasen des Typ A (acnA, XCV1924; acnA, XCV1158) und eine des Typ B handelt (acnB,
XCV1927) (Thieme et al., 2005). Um Verwechselungen auszuschlieRen wird das Gen XCV1158 im
weiteren Verlauf der Arbeit als acnA2 bezeichnet. Wéhrend sich acnA und acnB in divergenter
Orientierung zueinander befinden und auf demselben Locus angeordnet sind, befindet sich acnA2
weiter entfernt im Genom (Abb. 3). Stromaufwarts von acnB sind die Gene roaX (XCV1925) und
roaY (XCV1926) lokalisiert, die in Abb. 3A schematisch dargestellt sind.

2.174.648 2.180.861
acnA roaX roa¥ acnB
2769bp 249 bp 411 bp 2592bp
1.284.732 1.290.171
prpB prpC acnA2 Xcviis9
897 bp 1155 bp 2595 bp 558 bp

Abb. 3: Schematische Darstellung der Lokalisiation der Aconitase Gene acnA, achA2 und acnB im
Genom von Xcv

(A) Die Gene acnA und acnB befinden sich in divergenter Orientierung zueinander im Genom von Xcv und sind auf einem
Locus angeordnet. Stromaufwérts von acnB befinden sich die Gene roaX (XCV1925) und roaY (XCV1926), welche fir
putative Nukleotid-bindene Proteine der Toxin-Antitoxin-Klasse kodieren. (B) Das Gen acnA2 befindet sich in Nachbarschaft
von Genen, welche putative Proteine des Citrat- bzw. Methylcitratmetabolismus kodieren. Wahrend das Genprodukt von
prpC eine putative Citratsynthase darstellt, kodiert prpB fiir eine hypothetische Methylisocitratlyase. Die GroRe der Gene ist
in bp angegeben, sowie die Lokalisierung in GenBank: AM039952.1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Das Genprodukt RoaX zeigt zum einen Ahnlichhkeiten zu AbrB-dhnlichen Transkriptionsfaktoren,
welche die Expression zahlreicher Gene wahrend des Eintritts von einer exponentiellen in eine
stationare Wachstumsphase regulieren (Strauch and Hoch, 1993) und zum anderen auch Ahnlichkeiten
zu Antitoxin-Proteinen von bekannten Toxin-Antitoxin-(TA) Systemen (Wang and Wood, 2011;

Wesolowska, 2012). Das Gen roaY kodiert ein Produkt, welches Ahnlichkeiten zu Proteinen mit PIN-
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Doménen (N-terminale Untereinheit von PilT-Protein-Domanen) aufweist. Hierbei werden Proteine
mit PIN-Domdnen in Zusammenhang mit dem Nukleinsdurestoffwechsel und damit verbundenen
Synthese- und Konvertierungsreaktionen gebracht (Pandey and Gerdes, 2005).

PIN-Domaénen sind auch oft Komponenten von Toxin-Proteinen, welche durch ihren Zusammenhang
mit der Pathogenitit von Mikroorganismen als virulence associated protein (Vap) bezeichnet werden.
Es wird postuliert, dass RoaX und RoaY aufgrund der Anordnung ihrer Gene im Genom von Xcv
einen Einfluss auf die Expression von acnB besitzen (Wesolowska, 2012). Die Abb. 3 B zeigt
schematisch die Lokalisierung des Gens acnA2 im Genom von Xcv. Stromabwaérts von acnA2 befindet
sich neben dem Gen prpC, welches fir eine putative Citratsynthase kodiert, auch das Gen einer
hypothetischen Methylisocitratlyase (prpB). Die Citratsynthase ist im Stoffwechsel aller aerob
lebenden Organismen ein unentbehrliches Enzym des TCA-Zyklus und kondensiert Oxalacetat und
Acetyl-CoA zu Citrat und CoA (Wiegand and Remington, 1986). Da es den initialen Schritt des
Zyklus katalysiert, kommt diesem Enzyme eine Kontrollfunktion fiir die Umsatzrate der eintretenden
Substrate zu. Die Methylisocitratlyase (PrpB) ist ein wichtiges Enzym des Methylcitratzyklus und (bt
eine Funktion in der Verwertung von kurzkettigen Fettsduren wie Propionat und Acetat aus, indem es
beispielsweise in E. coli den letzten Schritt des Methylcitratzyklus, die Spaltung von Methylcitrat in
Pyruvat und Succinat, katalysiert (Grimm et al., 2003). Fur viele pathogene Mikroorganismen konnte
die Wichtigkeit der Nutzung von Fettsduren wahrend einer Infektion gezeigt werden (Boshoff and
Barry, 2005; Munoz-Elias and McKinney, 2006).

Anhand von Sequenzierungen lieBen sich fur acnA und fiir roaX-roaY die Transkriptions-Initiations-
Stellen (+1) bestimmen (Schmidtke et al., 2012). In Abb. 4 sind diese Positionen schematisch
dargestellt. Fir acnB und acnA2 konnten jedoch keine Transkriptions-Initiations-Stellen ermittelt
werden. Ob die Transkription von acnB an gleicher Position wie die von roaX-roaY initiiert wird ist

unklar, jedoch ist eine Kotranskription der Gene roaX-roaY-acnB nicht auszuschlief3en.
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acnA roeaXroaY acnB

>

+1 -10
CATGCATCAC TCCTATGG(ZTATCGAAGG(ZTTTTAGGTAQGTGC CCATTCTGAGCGA
-35 < -35

-10 +1
GTGCAAGTACGTATCATGCGTGC ATAC TTTCTGGAGCATGCTCATG
T

Abb. 4: Transkriptions-Initiations-Stellen von acnA und roaX-roaY in Xcv.

Die schematische Darstellung des acn-Genclusters zeigt den intergenen Bereich zwischen acnA und roaX. Basierend auf den
Daten von (Schmidtke et al., 2012) wurden die dort ermittelten Transkriptions-Initiations-Stellen (+1) von acnhA und roaX-
roaY eingezeichnet. Eine Transkriptions-Initiations-Stelle fiir acnB konnte nicht identifiziert werden. Desweiteren sind
ebenfalls die Positionen -10 und -35 als entscheidende Regulationssequenzen flr die Initiation der Transkription
eingezeichnet. Die Translationsinitiationscodons von acnA und roaY sind unterstrichen.

1.4  Bifunktionalitat und weitere Eigenschaften von Aconitase Proteinen

Aconitasen (Acn) besitzen neben anderen Enzymen eine bedeutende katalytische Funktion im TCA-
und Glyoxylatzyklus. Es handelt sich hierbei um weit verbreitete groBe monomerische, gelegentlich
auch homodimerische Proteine, die die reversible Reaktion von Citrat zu Isocitrat Uber cis-Aconitat
katalysieren (Beinert et al., 1996; Tsuchiya et al., 2009). Der TCA-Zyklus stellt fiir die meisten
Bakterien einen zentralen und bedeutenden Stoffwechselweg dar. In seiner katabolischen Funktion
wird Acetyl-CoA, ein Produkt des Abbaus von Zucker, Fettsauren, Aminosauren und anderen
C-Quellen zu CO, oxidiert, wobei Reduktionsaquivalente (NADH und reduzierte Quinone) flr die
Atmungskette und ATP durch Substratphosphorylierung entstehen (Baumgart et al., 2011). Neben
Succinyl-CoA sind 2-Oxoglutarat und Oxalacetat als Vorlaufer der Glutamat- und Aspartat-Familie
der Aminosduren wichtige Intermediate des TCA-Zyklus.

Aconitasen zeichnen sich durch den Besitz eines labilen [4Fe-4S]-Cluster aus, welches wichtig fir die
enzymatische Aktivitat ist und weisen meist eine molekulare Masse von 90-100 kDa auf. Die
Aconitase-Protein-Superfamilie wird in 5 phylogenetische Gruppen unterteilt (Rouault, 2006; Walden
et al., 2006). Neben mitochondrialen Aconitasen hoherer Organismen (mAcn, Gruppe 1) zdhlen die
cytoplasmatischen Aconitasen (cAcn), IRP1 und IRP2 (iron regulatory proteins), sowie die
bakteriellen Aconitasen vom Typ A (AcnA) zur Gruppe 2 der Familie. Die Gruppe 3 stellen die

Homoaconitasen dar. Die Isopropylmalat-Isomerasen (IPMI) aus Bakterien und Pilzen bilden die 4.
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Gruppe. Eine weitere Gruppe beinhaltet die bakteriellen Aconitasen vom Typ B (AcnB). Anhand des
Aufbaus und der Struktur existieren zwei verschiedene Formen bzw. Typen von Aconitasen, Typ A
und Typ B (Williams et al., 2002). Aconitasen des Typ A zeichnen sich durch einen Aufbau aus vier
Doménen aus, wie es bei den cAcn, den mAcn und den bakteriellen AcnA Enzymen zu finden ist.
Hierbei sind die Domanen 1-3 durch einen Linker mit der vierten Domane verbunden (1, 2, 3 linker 4),
welche fur die Ausbildung des aktiven Zentrums verantwortlich ist (Robbins and Stout, 1989). Die
Doméane 3 beinhaltet drei konservierte Cysteine, welche die Ausbildung des [4Fe-4S]-Clusters
koordinieren, wahrend sich die Doménen 1 und 2 um die prosthetische Gruppe winden (Tang et al.,
2005). Wahrend drei der vier Eisenatome des Fe-S-Clusters durch konservierte Cysteinreste der
Domane 3 koordiniert werden, stellt das vierte Eisenatom die Bindestelle flir Substrate dar (Beinert et
al., 1996). Die Aconitasen des Typ B verfligen jedoch zusétzlich ber eine flinfte Doméane, welche als
HEAT-Domaéne bezeichnet wird und die N-terminalen AS 1-160 einnimmt (5, 4 linker 1, 2, 3). Dieser
Bereich ist in 10 a-Helices organisiert, wobei o 1 und a 10 mit Domane 4 interagieren und o 2-9 eine
Struktur aus vier repeat-Einheiten bilden, wobei jede Einheit aus einem Paar antiparalleler
a-Helices besteht. HEAT-Proteine scheinen eine allgemeine Funktion in Protein-Protein-Interaktionen
bei vielen zelluléren Prozessen zu besitzen (Groves et al., 1999; Andrade et al., 2001). Daher besteht
eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass auch die HEAT-Doménen der AcnB Proteinen eine derartige
Funktion besitzen konnten (Williams et al., 2002). Durch Interaktion mit der vierten Doméane kommt
es zur Ausbildung einer trichterartigen Struktur wodurch Substrate wie durch einen Tunnel direkt zum
aktiven Zentrum geftihrt werden.

Bakterielle AcnA- und AcnB-Proteine zeichnen sich zusammen mit den cAcn ber eine gemeinsame
Bifunktionalitat aus, welche bei mAcns nicht vorkommt. Bei Bedingungen wie Eisenlimitierung,
oxidativem Stress oder auch Stickstoffmonoxid-Stress disassembliert das labile [4Fe-4S]-Cluster des
katalytisch aktiven Holoenzyms und das entstandene Apo-Protein nimmt eine alternative
Konformation ein (Gardner and Fridovich, 1991; Hentze and Kuhn, 1996; Han et al., 2005). Durch
diese Konformationsénderung ist das Protein befahigt spezifisch an bestimmte mRNA-Strukturen zu
binden und so eine posttranskriptionelle Funktion auszullben (Beinert et al., 1996; Alen and
Sonenshein, 1999; Tang and Guest, 1999). Da diese nicht-enzymatische Funktion abhangig von der
Verfligbarkeit von Eisen ist, werden solche Proteine auch als iron response proteins (IRP) und die
gebundenen, spezifischen mRNA-Strukturen als iron response elements bezeichnet (IREs) (Hentze
and Kuhn, 1996; Rouault, 2006). Die IREs stellen stem-loop-Strukturen dar und befinden sich meist in
der 5'- oder 3'-untranslatierten Region (UTR) einer mRNA des zu regulierenden Gens. Durch die
spezifische Bindung der Apo-Acn bzw. IRP kommt es entweder zur Erhdhung der Transkriptstabilitét
und -effizienz oder zu einer Blockierung der Translation. Die Abb. 5 zeigt die spezifische Bindung

von IRPs an 5'-UTRs zur Blockierung der Translation und an 3'-UTRs zur Stabilisierung der mRNA.
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inaktiv in Bindung als IRE;
Aconitaseaktivitiit
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aktiv in Bindung als IRE;
keine Aconitaseaktivitiit
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Blockierung der Translation Stabilisierung der mRNA

Abb. 5: Iron response elements (IREs) und iron response proteins (IRPs).

Schematische Darstellung der Bindung des IRP an ein IRE. IREs sind stem-loop-Strukturen in 5'- oder 3'-UTRs von mRNA
meist von Genen, die Proteine kodieren, welche in den Eisenmetabolismus involviert sind. Befindet sich das IRE in der 5'-
UTR, flihrt die Bindung des IRP zur Inhibierung der Translationsinitiation und zur Abnahme der Synthese des Proteins.
Bindet das IRP jedoch in der 3-UTR wird die mRNA vor Abbau geschiitzt und die Synthese des Proteins gesteigert. Bei der
Anwesenheit von Eisen wird IRP zu einer Form konvertiert, welche inaktiv fir die RNA-Bindung ist, aber uber eine
enzymatische Aconitaseaktivitat verfiigt. Der Wirfel (rot) stellt das [4Fe-4S]-Cluster dar, welches essentiell fir die
katalytische Aktivitat der Aconitaseenzyme ist (Hentze and Kuhn, 1996; Alen and Sonenshein, 1999).

Es ist bekannt, dass Aconitasen bei vielen Mikroorgansimen zahlreiche zelluldre Prozesse
posttranskriptionell regulieren. Einige Beispiele sind die Antwort auf oxidativen Stress bei E. coli
(Varghese et al., 2003), die Sporulation von Bacillus subtilis (Craig et al., 1997), die Beweglichkeit
bzw. Flagellensynthese von Salmonell enterica (Tang et al., 2004) und das Uberleben in der
stationdren Wachstumsphase von Staphylococcus aureus (Somerville et al., 2002).

Aconitasen sind auch an der Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase beteiligt, welches auch bei
Séaugerzellen ein wichtiger Faktor ist. Hier spielen die cAcns/IRP1-Proteine eine wichtige Rolle in der
Regulation von Genen des Eisenmetabolismus (Rouault, 2006).

Eukaryotische Aconitasen besitzen kein vollstandiges Fe-S-Cluster. Ein [3Fe—4S]-Cluster der Enzyme
kann z.B. ein Substrat binden, aber keine enzymatische Modifikation katalysieren (Beinert and
Kennedy, 1993). Dies fuhrte zu der Spekulation, dass ein inaktives Aconitase-Enzym auch als Eisen-
Citrat-Carrier fungieren kann und einen Eisensensor darstellt (Henderson, 1996; Rouault and
Klausner, 1996). Somit kénnte auch bei bakteriellen Aconitasen eine Eisen-Citrat-Carrier-Funktion
durch Konformationsinderung bestehen.

Auch in Pflanzen besitzen Aconitase-Proteine wichtige Funktionen. Die Inaktivierung des Gens einer

Aconitase in Nicotiana benthamiana flhrte zu einer reduzierten Resistenz gegeniiber Paraquat,
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welches eine reaktive Sauerstoffspezies darstellt (Briat et al., 2007). Die Aconitase vermittelt auch
hier die Antwort auf oxidativen Stress und zeigt die Wichtigkeit der Eisenhomoostase fir den
pflanzlichen Metabolismus. Das wird vor allem durch bedeutende Fe-S-Proteine z.B. der
Photosynthese deutlich.

Der Regulation der Eisenhomodostase kommt auch in Bakterien eine groRe intrazelluldre Rolle zu, da
eine erhdhte Menge an freiem Fe* in einem aerob lebenden Organismus vermieden werden muss.
Durch freies Fe?* und H,O, des aeroben Metabolismus entstehen toxische, zellschadigende Radikale
durch die benannte Fenton Reaktion (Pantopoulos and Hentze, 1995; Hentze and Kuhn, 1996). Die
Kontrolle der intrazellularen Eisenkonzentration und die Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase sind
daher von zentraler Bedeutung und werden meist durch Aconitasen bzw IRPs reguliert.

Neben strukturellen Unterschieden der AcnA- und AcnB-Proteine zeichnen sich diese z.B. in E. coli
auch durch eine unterschiedliche Synthese, funktionelle Spezialisierung und Kinetische Eigenschaften
aus (Jordan et al., 1999). AcnA verfugt Uber eine hdhere Stabilitat, eine hdhere Affinitat zu Citrat und
Isocitrat und ist in einem breiteren pH-Bereich aktiv. Wahrend AcnB die enzymatische
Hauptaconitase des TCA-Zyklus darstellt und als Stoffwechselenzym der exponentiellen Phase
fungiert, ist AcnA ein stress-induziertes Enzym der stationdren Phase und dient als Regulator zum
Uberleben des Bakteriums bei oxidativem Stress und Nahrstoffmangel (Cunningham et al., 1997;
Tang and Guest, 1999). Da es sich bei beiden um bifunktionale Proteine handelt, kann auch AcnB aus
E. coli bei enzymatischer Inaktivierung durch erhdhte ROS-Konzentrationen als posttranskriptioneller
Regulator des Energiemetabolismus fungieren.

Das acnA Gen wird in E. coli sowohl von einem ¢*-abhingigen als auch von einem ¢'’-abhangigen
Promotor exprimiert (Gruer and Guest, 1994; Cunningham et al., 1997). Es findet hier eine Repression
der o"°-abhangigen Expression durch die Transkriptionsregulatoren FNR (Fumarat-Nitrat-Reduktase-
Regulator) und ArcA (Kontrollregulator der aeroben Atmung) und eine direkte oder indirekte
Aktivierung durch CRP (cyclisches AMP Rezeptorprotein), Fur (Eisenaufnahmeregulator), FruR
(Regulator der Gluconeogenese), SoxRS (Superoxid-Stress-Regulator) und auch durch Eisen statt. Der
o ist ein alternativer Sigmafaktor, welcher zur Aktivierung von Genen unter Stressbedingungen
fungiert und eine Bedeutung fiir das Uberleben in der stationiren Wachstumsphase hat (Hengge-
Aronis, 1996). Die Expression von acnB erfolgt ¢"°-abhéngig durch Repression von ArcA und FruR
und Aktivierung durch CRP.
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1.5 Eigenschaften der Aconitase-Proteine von Xcv

Da die AS-Sequenzen der Aconitasen unter den verschiedenen Organismen hoch konserviert sind,
wird angenommen, dass auch die Bedingungen, welche zu einer reduzierten Aconitaseaktivitat flihren
in den jeweiligen Organismen sehr &hnlich sind (Prodromou et al., 1992; Gruer et al., 1997). Die
Anwesenheit von oxidativem Stress und eine Limitierung von Eisen, denen Pathogene oft
gegeniberstehen, scheinen generell mit einer Reduktion der Aconitaseaktivtét assoziiert zu sein, was
oft zur Regulation von Virulenzfaktoren durch Apo-Acns fiihrt. Es hat den Anschein als ob
stimulierende Effekte einiger AS und TCA-Intermediate auf die Virulenzfaktorsynthese durch Apo-
Acns weit mehr verbreitet sind als bisher angenommen (Somerville et al., 1999).

Bei Xcc ist eine Abhéngigkeit der Eisenhomdostase von der Hauptaconitase RpfA bekannt (Wilson et
al., 1998). Die AS-Sequenz von RpfA aus Xcc weist eine 95%ige Identitdt zu AcnA aus Xcv auf. Eine
rpfA Mutante hat Einfluss auf die Transkription und Aktivitat einiger extrazellularer Enzyme wie eine
Serinprotease und eine Endogluconase und zeichnet sich durch reduzierte Synthese von EPS aus. Dies
deutet auf eine bifunktionelle Rolle der Aconitasen in Xanthomonas spp. hin. Da eine Limitierung von
Eisen, die Anwesenheit von oxidativem Stress und Stickstoffmonoxid gezeigte Stressfaktoren der
pflanzlichen Abwehr sind (Delledonne et al., 1998; Jittawuttipoka et al., 2010), kénnten auch die
Aconitasen als Sensor derartiger Bedingungen wahrend der Infektion durch Xcv eine Rolle spielen.
Die Aconitase RpfA aus Xcc wird von einem Gen kodiert, welches dem rpf Gencluster (rpfA-G)
angehort, das eine Assoziation zur Synthese von Pathogenitétsfaktoren dieses Bakteriums aufweist
(Tang et al., 1991; Barber et al., 1997).

Interessanterweise befindet sich das acn- Gencluster aus Xcv in enger Nachbarschaft zu einem rpf-
Cluster (rpfGHCFB) (Thieme et al., 2005). In einigen Xanthomonas spp., wie Xoo und Xcc ist das
Produkt des rpfF Gens, welches fur die Bildung eines diffusionsféahigen Signalmolekiils (diffusible
signal factor, DSF) nétig ist, verbunden mit der Eisenhomgostase. In einer rpfF Mutante von Xoo liegt
eine erhohte Sekretion von Siderophoren vor und eine erhdhte Sensibilitdt gegeniiber Eisenmangel
(Chatterjee and Sonti, 2002). Bei erhohter bakterieller Zelldichte kommt es zu Akkumulation der DSF
und zur Regulation der Genexpression (Miller and Bassler, 2001). Dies wird als Quorum Sensing
bezeichnet und dient zur Erfassung der auferen Bedingungen und dem Informationsaustausch
zwischen den Zellen. Die Synthese von DSF wird in Xanthomonas spp. neben der putativen Enoyl-
CoA-Hydratase RpfF auch durch die Fettsdure-Acyl-CoA-Ligase RpfB gesteuert, deren Gene
Bestandteil des rpf-Genclusters sind, das einen Pathogenitétsfaktor darstellt (Tang et al., 1991). DSF
wird vermutlich von einem Zweikomponenten-Signaltransduktionssystem wahrgenommen, welches
aus der Sensorkinase RpfC und dem Responseregulator RpfG besteht und spielt eine Rolle bei der
Produktion von Virulenzfaktoren wie z.B. der Bildung eines Biofilms (Slater et al., 2000; Dow et al.,
2003; Ryan et al., 2007).
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Anhand von Vergleichen der AS-Sequenzen besteht eine 56%ige Identitdt von AcnAyc, zu ACNAE. i
Wihrend AcnBy,, eine ldentitat von 72 % zu AcnBcg, i aufweist, besitzen AcnAye und AcnA2y., eine
43%ige Identitat zueinander. Die Abb. 42 (Anhang) zeigt das AS-Alignment der AcnB-Proteine aus
E. coli, Xcv, Xoo und Xcc. Es ist bei jedem dieser AcnB-Proteine ein sehr &hnlicher Aufbau aus flnf
Domanen zu erkennen, sowie konservierte Cysteine und AS des aktiven Zentrums. Aufgrund der
Zusammensetzung der AS ist die vorhergesagte Grofie von AcnBy., ca. 92,8 kDa, von AcnA2y., ca. 92
kDa und von AcnAy., ca. 99 kDa.

1.6 Ein FNR-ahnliches Protein (FLP) aktiviert die Expression des Gens
der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase in Xcv
Im Genom von Xcv 85-10 befindet sich ein Gen (XCV1871), dessen Produkt ein putatives Mitglied
der CRP/FNR Familie von Transkriptionsregulatoren darstellt und Ahnlichkeiten zu FNR aus E. coli
aufweist (FNRg ;) (Thieme et al., 2005; Heinz, 2011). FNR-Proteine gehoren als Mitglieder der CRP
(cAMP-Rezeptorprotein)-FNR (Fumarat-Nitrat-Reduktase-Regulator)-Superfamilie  zu den
bedeutendsten, globalen Transkriptionsfaktoren vieler Mikroorgansimen (Korner et al., 2003). Erste
Indizien fiir die Funktion des Genproduktes von XCV1871 konnten durch Komplementationsstudien
mit einer E. coli fnr Mutante und plasmidkodierten XCV1871 erzielt werden. Das Genprodukt von
XCV1871 konnte hierbei partiell die Funktion des Transkriptionsregulators FNRg. ; in einer fnr
Mutante ersetzen (Heinz, 2011). Das Genprodukt von XCV1871 wurde anschlieBend als FNR-
ahnliches Protein deklariert und als FLP bezeichnet, da Xcv weder eine Nitrat-Atmung noch eine
Fumarat-Atmung durchfiihren kann. Durch Analysen einer flp Deletionsmutante von Xcv konnte FLP
als Aktivator der Transkription von cydA identifiziert werden (Heinz, 2011; Hoppe, 2011). Das Gen
cydA kodiert fiir eine putative Untereinheit der terminalen hochaffinen Cytochrom-d-Ubiquinol-
Oxidase. Die Genexpression von cydA scheint vor allem bei O,-reduzierten Bedingungen induziert zu
sein, da unter diesen Bedingungen eine héhere Transkription als bei einer Anzucht mit optimaler O,-
Versorgung vorlag. Obwohl eine flp Mutante kein veradndertes Wachstum in planta und in vitro zeigte
und auch keine veranderte Ausbildung einer HR oder Krankheitssymptome bei Paprikapflanzen, ist
trotzdem anzunehmen, dass FLP durch die Regulation von cydA eine Rolle wahrend des Wachstums

von Xcv einnimmt.

19



Einleitung

1.7 Die CRP/ FNR-Superfamilie von Transkriptionsregulatoren

Dies CRP/FNR-Superfamilie beinhaltet Proteine, welche direkt oder indirekt auf ein breites Spektrum
an intrazellularen oder externen Signalen (CAMP, O,-oder Redoxstatus, oxidativer oder nitrosativer
Stress, Kohlenmonoxid, 2-Oxoglutarat oder Temperatur) reagieren (Korner et al., 2003). Alle
Mitglieder dieser Familie sind vorraussichtlich strukturell verwandte Proteine des CRP. Diese
bestehen aus vier funktionell verschiedenen Domanen: einer Sensordomane, einer Reihe von f-
Faltblattstrukturen, welche eine loop-&hnliche Struktur zur Kontaktbildung mit der RNA-Polymerase
bilden, eine lange a-Helix als Dimerisierungsflache und ein C-terminales helix-turn-helix-Motiv zur
DNA-Bindung.

Das CRP Protein reguliert die Gentranskription vieler physiologisch bedeutender Prozesse, die den
Metabolismus vom Zuckerstoffwechsel, Toxin-Produktion, Aminosaurestoffwechsel, Pilus-Synthese
und Proteinfaltung umfassen. Es ist bekannt, dass CRP in E. coli die Transkription von mehr als 200
Genen beeinflusst (Zheng et al., 2004; Shimada et al., 2011). CRP bindet hierbei, in Anwesenheit des
allosterischen Effektors cAMP, an spezifische DNA-Konsensussequenzen (TGTGA-N6-TCACA) von
zu regulierenden Genen und verbessert die Bindungsfahigkeit der RNA-Polymerase (RNAP) an die
DNA, sowie die Transkriptionsinitiation. Wahrend die Struktur des Transkriptionsregulators CRP
bereits bekannt ist (Weber and Steitz, 1987), konnte die Kristallstruktur von FNR bisher noch nicht
aufgeklart werden. Im Gegensatz zu CRP besitzt FNR vier konservierte Cysteine in der N-terminalen
Domane, die die Bindung eines [4Fe-4S]**-Clusters als Kofaktor koordinieren (Spiro and Guest, 1990;
Tolla and Savageau, 2010). Aufgrund dessen sensiert FNR die Verénderungen des zelluldren O,-
Gehalts in E. coli und anderen Bakterien, wéhrend CRP im Gegensatz auf endogenes cAMP als
Aktivierungssignal bei Glukosemangel reagiert. Die erforderlichen AS zur Bindung von cAMP sind in
FNR nicht konserviert (Shaw et al., 1983; Fischer, 1994).

1.8 Eigenschaften und Funktionen des FNR Proteins aus E. coli

In vielen fakultativ aerob lebendenMikroorganismen, wie beispielsweise E. coli ist molekularer O, der
bevorzugte Elektronenakzeptor, der die Expression aller Gene verhindert, die fir Proteine der
anaeroben Atmung und Fermentation kodieren (Tolla and Savageau, 2010). In der Abwesenheit von
O, wird meist Nitrat als Elektronenakzeptor préferiert. FNR liegt in E. coli unter anaeroben
Bedingungen als aktives Homodimer vor, welches ein durch vier Cysteine gebundenes [4Fe-4S]*-
Cluster je Monomer enthalt. Aufgrund des O,-labilen [4Fe-4S]-Cluster ist FNR in der Lage
Verénderungen an zelluldren O,, ROS oder auch eine Limitierung von Eisen wahrzunehmen (Kim et
al., 1999). Unter anhaltender Abwesenheit von Sauerstoff und ROS (Wu et al., 2000) kann das aktive

FNR-Protein die Transkription von hunderten Genen regulieren und so den Stoffwechsel an die
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anaeroben Bedingungen anpassen (Salmon et al., 2003; Kang et al., 2005). Hierbei werden u.a. Gene
der anaeroben Atmung (narGHJI, nirBCD, frdABC) und des Gérungsstoffwechsels (focA-pflB,
fdnGHI, adhE) induziert (Jones and Gunsalus, 1985; Sawers and Bock, 1988; Sawers and Bock, 1989;
Spiro and Guest, 1990; Kessler et al., 1991; Tyson et al., 1994). Desweiteren agiert FNR als Repressor
der Expression von Genen der Cytochrom-d-und o-Ubiquinol-Oxidasen der aeroben Atmung (Tseng
et al., 1996; Constantinidou et al., 2006). FNR wird in E. coli unter anaeroben Bedingungen negativ
autoreguliert (Spiro and Guest, 1987). Durch die [4Fe-4S]**-Cluster des FNR-Proteins wird die
zelluléare Sauerstoffkonzentration bis in den mikromolaren Bereich sensiert (Unden et al., 2002). Bei
der Anwesenheit von O, zerfallen die [4Fe-4S]**-Cluster sowie das Homodimer in 2 inaktive
Monomere (Crack et al., 2008) (Abb. 6).

Hierbei fiihrt der Kontakt von O, mit dem [4Fe-4S]**-Cluster zur Ubertragung eines Elektrons auf das
Cluster zur Bildung eines [3Fe-4S]**-Intermediates, welches anschlieRend spontan zur inaktiven
[2Fe-2S]**-Form pro Monomer zerfallt. Unter anhaltenden aeroben Bedingungen bildet sich daraus die
Apo-FNR-Form mit reduzierten Schwefelresten (Thiolen), das eine in vivo Halbwertszeit von ca.
45 min aufweist (t1/2 =~ 45 min).

1-5 M O,

2Fe3*
ZSZ+

aktiv inaktiv inaktiv

Fe2+/3+

Abb. 6: Schema des FNR-ZyKklus in E. coli

Das Schema zeigt die verschiedenen, in E. coli identifizierten Formen des FNR Proteins bei der Anwesenheit von Sauerstoff.
Hierbei kommt es zur reversiblen Umwandlung des aktiven FNR-Homodimers mit [4Fe-4S]**-Clustern in FNR-Monomere
mit [2Fe-2S]%*-Clustern. Bei anhaltenden aeroben Bedingungen wird das FNR-Monomer zum Apo-FNR mit freien Thiolen
konvertiert. (nach http://www.biospektrum.de/blatt/d_bs_pdf& id=932337; Uni Mainz, AG Gottfried Unden).

FNR bleibt unter aeroben Bedingungen als Transkriptionsregulator weitestgehend inaktiv, da nur das
FNR-Homodimer in der Lage ist, an spezifische DNA-Sequenzen zu binden. Beginnt die

Sauerstoffkonzentration abzusinken, kommt es zu einer Erhéhung der Halbwertszeit des stabilen FNR-
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Homodimers, welches daraufhin die Expression von Genen durch DNA-Bindung aktivieren oder

reprimieren kann.

1.9 Strukturelle Domanen des FLP-Proteins aus Xcv

Aufgrund der AS-Sequenz besitzt das FLP-Protein aus Xcv (FLPyx) eine theoretische Molekularmasse
von ca. 27,4 kDa. Obwohl FLP lediglich eine Identitdt von 31% zum FNR-Protein aus E. coli
(FNRE, coi) aufweist, sind jedoch wichtige Cysteine der N-terminalen Doméne zur Bindung eines
[4Fe-4S]-Clusters konserviert, was fur die Funktion eines FNR-&hnlichen Proteins spricht. Die Abb. 7
zeigt ein partielles AS-alignment von FNRE, i und FLPy.,. Die Koordinierung des [4Fe-4S]-Clusters
in FNRg, o erfolgt Gber die Cysteine C20, C23 und C29 und das zentrale C122 der Sensordomane
(Spiro and Guest, 1988; Crack et al., 2008). Bei FLPy, sind drei Cysteine konserviert, wobei sich
zwei in der N-terminalen Doméne an Position C28 und C31 befinden, wéhrend das dritte zentral an
Position C129 lokalisiert ist. Wie im Fall von FNRg ;i befindet sich auch bei FLPy, ein drittes Cystein
in der N-terminalen Domaéne, hier an Position C39, welches sich aber in einem gréReren Abstand zu
dem benachbarten Cystein befindet. Diese konservierten Cysteine sprechen fur die Koordinierung
eines [4Fe-4S]-Clusters im FLP-Protein aus Xcv (Heinz, 2011). Neben den konservierten Cysteinen ist
auch eine sehr ahnliche DNA-Bindedomane (rot markiert) des FNR in dem FLP Protein zu finden.
Diese C-terminale DNA-Bindedomane besitzt ein helix-turn-helix (HTH)-Motiv, wodurch das Protein
in der Lage ist spezifisch an die DNA binden zu kénnen. Das HTH-Motiv in FNREg o bindet an eine
palindromische Sequenz (TTGAT-(N),~ATCAA) stromaufwarts von FNR-regulierten Genen, die
auch als FNR-Box bezeichnet wird (Spiro, 1994; Kdrner et al., 2003). Die Wechselwirkung zwischen
dem FNR-Regulator und der DNA wird in E. coli uUber die essentielle Aminosduresequenz ExxSR
(E209, S212, R213) im HTH Motiv gewahrleistet (Ebright et al., 1987; Guest, 1996).

Auch in der AS-Sequenz von FLP lassen sich diese konservierten AS (E214, S217, R218) der DNA-
Bindedomane erkennen, die vermutlich ebenso fiir die Bindung von FLP an die DNA essentiell sind.
Durch Untersuchung des Genoms von Xcv 85-10 nach der palindromischen Sequenz TTGAT-N,-
ATCAA, an die FNRg zur Genregulation bindet, konnte eine 100 % identische Sequenz
stromaufwérts des Gens cydA identifiziert werden (Heinz, 2011). Dieses Gen kodiert fir die

Untereinheit | der Cytochrom-d-Ubiquinol Oxidase.
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FLPy,, 21 SGTPNSDCALCAVRGRAIEAALSAQEMDALDQVTH-AAAYAPGSTLVRAGEPRHNVYTVT
SG C C++ I L+ E+D LD + G TL +AG+ ++Y +
FNRg ., 13 SGGCAIHCQDCSISQLEIPFTLNEHELDQLDNIIERKKP IQKGQTLFKAGDELKSLYAIR

FLPy,, 80 SGALRMVRTLADGRRQITGFVLPGDYVGL--TETAQHRHDIEAIVDSRVCRTPMAQMROL
SG ++ G QITGF L GD VG + H +A+ S VC P + L
FNRg .. 73 SGTIKSYTITEQGDEQITGFHLAGDLVGFDAIGSGHHPSFAQALETSMVCEIPFETLDDL

FLPy,, 138 RERYPQLERKLLQRASMELAAAQDTGLLLARLQPSERLAHFLLRLAARSTQPGASGDTVA
+ P L +++++ S E+ QD LLL++ ERLA F+ L+ R Q G S
FNRg s 133 SGKMPNLRQOMMRLMSGEIKGDODMILLLSKKNAEERLAAFIYNLSRRFAQRGFSPREFR

FLP, 198 LPMSRGDIADHLGLTVETVERTFTKL.RQQQLIVLPQLOLVQILDYAALRRLAGDT 252
L MHRGDI ++LGLTVET+SR  +|++ ++ + + + I + AL +LAG T
FNRz.; 193 LTMIYRGDIGNYLGLTVETIERILGRFOKSGMLAVKG-KYITIENNDALAQLAGHT 246

DNA- Bindedomiine

|

TTGAT - N, - ATCAA

~

FNR-Bindestelle

Abb. 7: Partielles alignment der Aminosduresequenzen von FNRg ¢ und FLPxg,.

Gezeigt ist ein Auschnitt des alignments der Aminosduresequenzen von FNRg i und FLPy.,. Die Cysteine C20, C23 und
C122 der N-terminalen Domane zur Bindung des [4Fe-4S]-Clusters sind in FLP konserviert (gelb und griin markiert). Hohe
Annlichkeiten sind auch bei der rot markierten DNA-Bindeddmane des FNR Proteins zu finden. Die
C-terminale DNA-Bindedomdne besitzt ein helix-turn-helix (HTH)-Motiv, das eine spezifische DNA-Bindung ermdglicht.
Das HTH-Motiv in FNRg, i bindet an eine palindromische Sequenz (TTGAT-(N)4-ATCAA) stromaufwérts von FNR-
regulierten Genen, die auch als FNR-Box bzw. FNR-Bindestelle bezeichnet wird. Die zur Bindung essentiellen Aminoséuren
ExxSR der DNA-Bindedomane sind in FLPy., konserviert. (Spiro and Guest, 1988; Guest, 1996; Heinz, 2011).

Die Abb. 8 zeigt schematisch die Organisation der Gene der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase in Xcv
und die stromaufwarts befindliche FLP-Bindestelle.

Stromabwarts des cydA Gens befindet sich neben dem cydB Gen, welches auch fiir eine putative
Untereinheit der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase kodiert, das Gen cydX.

FLP-Bindestelle (TTGAT-N,-ATCAA)

2855859 v 2863904
cydC < b oA > odB oydX

Cytochrom-D-Ubiquinol Oxidase, Untereinheit 1

Abb. 8: Schematische Darstellung der FNR-ahnlichen Bindestelle stromaufwarts des cydA Gens in
Xcv 85-10.

Die Abbildung zeigt die schematische Organisation der Gene cydC, cydD, cydA, cydB und cydX in Xcv 85-10. Die Gene
cydABX kodieren hierbei fir die Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase. Eingezeichnet ist die identifizierte FLP-Bindestelle,
welche eine 100%ige Identitat zur FNR-Bindestelle (TTGAT-N4,-ATCAA) vor FNR-regulierten Genen in E. coli aufweist.
(Hoppe, 2013)
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Wéhrend cydX flr ein putatives Membranprotein kodiert, sind die Genprodukte von cydC und cydD
vorhergesagte ABC-Transporter-Permeasen bzw. ATP-bindende Proteine (Thieme et al., 2005).
Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidasen (cyd) zeichen sich generell durch eine hohe Affinitat fur Sauerstoff
aus (Wu et al.,, 2000; Mason et al., 2009). Da sich obligat und fakultativ aerob lebende
Mikroorganismen meist durch den Besitz mehrerer terminaler Oxidasen zur Reduktion von O, als
Elektronenakzeptor auszeichnen, um eine energetisch effiziente Anpassung an schwankende O,-
Bedingungen zu erzielen (Poole and Cook, 2000), wird vermutet, dass Xcv die Cytochrom-d-
Ubiquinol-Oxidase nutzt, um sich optimal an die niedrige Sauerstoffkonzentration im Apoplasten der
Wirtspflanzen wahrend der Dunkelphase bzw. bei der Etablierung des Wachstums anzupassen.

Im Genom von Xcv befinden sich neben Genen einer putative Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase (cyd)
auch Gene einer Cytochrom-o-Ubiquinol-Oxidase (cyo) (Thieme et al., 2005). Obwohl Xcv als ein
oxidase-negatives Bakterium deklariert ist, sind auch Gene einer Cytochrom-c-Oxidase (cta)
vorhanden (Anraku, 1988; Thieme et al., 2005). Es wird postuliert, dass es sich bei dieser Cytochrom-
c-Oxidase, aufgrund der H&m-Gruppen, um eine Cytochrom-aas-Oxidase handelt und diese
pradominant bei hohen O,-Konzentrationen ist (Hoppe, 2013).

Die terminalen Oxidasen verschiedener Mikroorganismen werden der Superfamilie der Him-Kupfer-
Oxidasen zugeordnet und innerhalb dieser in Chinol- und Cytochrom-Oxidasen unterschieden (Garcia-
Horsman et al., 1994). Wahrend Chinol-Oxidasen das lipidlosliche Ubiquinol oxidieren, erlangen
Cytochrom-Oxidasen die Elektronen von Cytochrom ¢ (Poole, 1983). Die Cytochrom-0-Oxidase (cyo)
als auch die Cytochrom-d-Oxidase (cyd) sind Chinol-Oxidasen, wéhrend die Cytochrom-c-Oxidasen
(cta) zur Gruppe der Cytochrom-Oxidasen zugeordnet werden.

In E. coli sind mittlerweile drei membranstidndige Chinol-Oxidasen bekannt, durch die die zellulére
Atmung mit Sauerstoff als Elektronenakzeptor gewahrleistet wird (Anraku, 1988; Bekker, 2009).
Diese unterscheiden sich in der Zusammensetzung der Hamgruppen sowie im Vorhandensein von
Kupfer-lonen (Salerno et al., 1989). Es handelt sich bei den Oxidasen um die Cytochrom-d-Ubiquinol-
Oxidase (cydAB; auch Cytochrom bd-1 genannt) mit einer hohen Affinitdt (K, = 0,27 um) zu
Sauerstoff und um die Cytochrom-o-Ubiquinol-Oxidase (cyoABCDE; auch Cytochrom bo genannt),
welche eine geringere Affinitadt (K, = 6,05 um) zu Sauerstoff besitzt (Mason et al., 2009). Bei
Kohlenstoff- und Phosphatmangel kommt es zur Induktion der dritten respiratorischen O,-Reduktase,
die Cytochrom bd-Il, welche von den Genen appBC kodiert wird (Dassa et al., 1991; Atlung and
Brondsted, 1994). Es wird vermutet, dass AppBC die Akkumulation von Elektronen im Quinon-Pool
durch elektroneutrale Oxidation von Ubiquinol wahrend respiratorischen Stresses verringert (Shepherd
et al., 2010).
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1.10 Mitglieder der CRP/FNR-Superfamilie in Xanthomonas spp.

Wie im Fall von E. coli konnte bislang auch in anderen Organismen nur eine Reprimierung der
Expression der cydAB Gene durch FNR-Proteine identifiziert werden. In dem fakultativ anaeroben
Bakterium B. subtilis wird die Transkription von cydABCD unter anaeroben Bedingung ebenfalls von
FNR reprimiert (Reents et al., 2006). Weiterhin reprimiert ein FNR-Homolog namens CydR im
obligat aeroben Bakterium Azotobacter vinelandii die Synthese der Cytochrom-d-Oxidase (cydAB),
welche bei der aerotoleranten Stickstofffixierung dieses Organismus benétigt wird (Wu et al., 1997;
Wau et al., 2000). Das CydR Protein ist empfindlich gegeniiber ROS und NO und wird hierbei durch
deren Anwesenheit inaktiviert. Die Cytochrom-d-Oxidase von A. vinelandii bietet respiratorischen
Schutz fir die sauerstoffempfindliche Nitrogenase (Poole and Hill, 1997). Ein Beispiel einer
Aktivierung der Genexpression von cydAB durch ein FNR-ahnliches Protein, wie in Xcv gezeigt
wurde, ist bisher nicht bekannt.

In Xcc konnte ein Gen identifiziert werden, dass einen Transkriptionsregulator, der CRP-FNR-Familie
kodiert, dessen Funktion sich abhédngig von zyklischem di-Guanosin-Monophosphat (cdGMP) zeigt
(Lu et al., 2012). Dieses Protein wurde aufgrund seiner Funktion als CLP (CRP-like protein) benannt
und stellt sowohl einen Aktivator, sowie auch einen Repressor der Transkription von verschiedenen
Genen dar, deren Produkte Einfluss auf die Biofilmbildung besitzen.

Beim Blast der AS-Sequenz des FLP Protein aus Xcv zeigt sich eine weite Verbreitung und hohe
Identitaten von Homologen in Xanthomonas spp. Ein Transkriptionsregulator der CRP/FNR-Familie
aus X. axonopodis pv. citrumelo F1 weist eine 99%ige ID, aus X. fuscans subsp. fuscans eine 97%ige
ID und aus X. axonopodis pv. citri eine ldentitdt von 96 % zum FLP Protein aus Xcv auf. Die
Funktionen bzw. die regulierten Gene und die Rolle der Genprodukte wéhrend des aeroben

Metabolismus dieser Spezies sind unbekannt.
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1.11 Zielstellung

Aufgrund der aufgefuhrten bisherigen Erkenntnisse und der Bedeutung von Aconitase-Proteinen bei
vielen wichtigen zellularen Prozessen galt es als Ziel dieser Arbeit die Rolle der Aconitase-Proteine
AcnB, AcnA und AcnA2 von Xcv zu identifizieren. Hierfir wurden die folgenden Analysen

durchgefuhrt.

° Die Untersuchung von Einzel- und Doppel-acn-Deletionsmutanten sollten hinsichtlich
ihres Wachstums in vitro und in planta und der Fahigkeit der Ausbildung einer HR in
resistenten und Krankheitssymptomen in suszeptiblen Paprikapflanzen durchgefihrt

werden.

° Die Analyse der Auswirkung einer roaX-roaY Deletion in Xcv auf die Synthese des

AcnB- und AcnA-Proteins sollte untersucht werden.

° Es werden die Folgen der Deletionen der acn Gene hinsichtlich der Sensitivitit von

Xcv gegenliber ROS und des Wachstums mit Citrat als einziger C-Quelle analysiert.

° Es wird die Identifizierung von FLP- und Acn-regulierten Genen durch
Transkriptomvergleiche des Wildtyp 85-10 und Deletionsmutanten, sowie quantitative

Transkriptionsvergleiche der Kandidatengene mittels gRT-PCR vorgenommen.

° SchlieBlich soll der Nachweis der AcnA- und AcnB Proteine in Xcv-Wildtyp und -
Deletionsmutanten mit Anitkdrpern gegen AcnA und AcnB aus E. coli durchgefiihrt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Nahrmedien und Medienzusatze

NYG-Medium (Daniels et al., 1984)

Die Anzucht der aufgefiihrten X. campestris pv. vesicatoria Stdmme erfolgte in der Regel in Nutrient-
Yeast-Glycerol-Medium (NYG, (Daniels et al., 1984)).

Zusammensetzung:
Pepton (aus Casein) 59
Hefeextrakt 39
Glycerin (v/v) 20 ml
H20 bidest ad 1000 ml

Zur Herstellung von NYG-Agar wurden dem Flussigmedium 1 bzw. 1,5% Agar-Agar (Merck,
Darmstadt) zugegeben. Alle Medien wurden vor Benutzung 20 min bei 121°C autoklaviert. In Tab. 1

sind die Zusatze u.a. fir NYG-Medium aufgefihrt.

MA-Medium (Minimalmedium A; (Ausubel, 1995))

Neben NYG-Medium wurde zur Anzucht von Xcv auch 1 x MA-Medium eingesetzt. Hierbei handelt
es sich um ein Minimalmedium, welches ein Minimum der Nahrstoffe enthélt, die fur das Wachstum
notig sind. Es wurde vor allem zur phanotypischen Analyse, sowie zur nachfolgenden RNA-Isolierung

von erstellten Mutanten verwendet.

Zusammensetzung:
10x MA
0,6 M K;HPO,
0,33 M KH,PO,
0,076 M (NH,),SO,
0,017 M Natriumcitrat-Dihydrat
ad 1000 ml
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1Ix MA
10 mM Saccharose
0,3 % Casaminoacids
1 mM MgSQO, x 7 H,O
100 ml 10 x MA
ad 1000 ml

MA-Citrat

Neben 1 x MA-Medium wurde auch modifiziertes MA-Medium eingesetzt, welches weder Saccharose

noch Casaminoacids enthélt. Als Kohlenstoffquelle wurde dagegen Na-Citrat zugegeben.

Zusammensetzung
1 mM MgSO,
15 mM Na-Citrat
100 ml 10 x MA
ad 1000 ml HyOupigest

MA-Saccharose

Neben dem MA-Citrat-Medium wurde auch ein anderes modifiziertes MA-Medium eingesetzt,

welches ebenfalls keine Casaminoacids enthalt. Als Kohlenstoffquelle wurde dagegen Saccharose

zugegeben.

Zusammensetzung
1 mM MgSQO,
15 mM Saccharose
100 ml 10 x MA

ad 1000 mi HZObidest
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Tab. 1:Ubersicht der verwendeten Zusétze fiir NYG - und MA-Medien

Zusatz Stammldsung Endkonzentration
Rifampicin 100 mg/ml in 100 % DMSO 100 pg/ul
Tetracyclin 5 mg/ml in 70 % EtOH bei Xcv 5 po/ul

12,5 mg/ml in 70 % EtOH bei E. coli 12,5 pg/ul
Spectinomycin 100 mg/ml in HyOpigest 100 pg/ul
Cycloheximid 50 mg/ml in 96 % EtOH 50 pg/ul
Saccharose 20 % 5%
Milchpulver 1%

Die Stammldsungen wurden sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert. Die Saccharosestammldsung wurde
bei RT aufbewahrt.

LB-Medium (Sambrook, 1989)

Alle verwendeten E. coli Stimme wurden in Lysogeny-Broth-Medium (LB (Sambrook, 1989)

kultiviert. Die Inkubation von Flissigkulturen erfolgte in der Regel Uber Nacht bei 37 °C.

Zusammensetzung:
Pepton (aus Casein) 10¢g
Hefeextrakt 59
NaCl 10¢g
H2Obidest ad 1000 ml

Zur Herstellung von LB-Agar wurde dem Medium 1,5 % Agar-Agar, Kobi | (Roth, Karlsruhe) zu
gegeben. Alle Medien wurden vor Verwendung 20 min bei 121°C autoklaviert. Die jeweiligen
Medienzusdtze sind in Tab. 2 aufgefiihrt und wurden den abgekihlten Fest- und Flussigmedien

zugegeben. Die Stammlgsungen der Medienzusatze wurden bei -20°C aufbewabhrt.

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Zuséatze fiir LB-Medium

Zusatz Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin 125 mg/ml in HyOpigest 125 pg/ml
5-Brom-4-chlor-3-Indoxyl-B-D- 80 mg/ml in DMF 80 pg/ml
galactopyranosid (X-Gal)

Isopropyl- B-D-thiogalacto- 0,5 M in HyOpigest 0,5 mM

pyranosid (IPTG)

Gentamycin 50 mg/ml in HyOupigest 50 pg/ml

Spectinomycin 100 mg/ml in HyOpigest 100 pg/ml

Tetracyclin 12,5 mg/ml in 70 % EtOH 12,5 mg/ml in 70 % EtOH
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2.2 Organismen und Vektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren und Organismen, sowie deren Referenz und
Charakteristika sind in Tab. 3 und Tab. 4 aufgefhrt.

Tab. 3: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamme Resistenz Genotyp/Phéanotyp Referenz/Herkunft

Xcv Stamme

85-10 Rif" Paprika-Tomatenrasse 2, Bonas et al., 1989
Gruppe A; Wildtyp (WT)

85*AhrcN Rif? Derivat von 85*; Deletion der Lorenz C. und Biittner D.;
Codons13- 432 von hrcN 2009

85-10AacnB Rif? 85-10 Derivat; Deletion von Kirchberg et.al.; 2012
acnB

85-10AacnA Rif? 85-10 Derivat; Deletion von Kirchberg et.al.; 2012
acnA

85-10AacnA2 Rif? 85-10 Derivat; Deletion von Kirchberg et.al.; 2012
acnA2

85-10AacnA2-acnA Rif? 85-10 Derivat; Deletion von diese Arbeit
acnA2; acnA

85-10AacnA2-acnB Rif? 85-10 Derivat; Deletion von diese Arbeit
acnA2, acnB

85-10AhrpG Rif? 85-10 Derivat, Deletion von Wengelnik et al., 1999
hrpG

85-10AhrpX Rif? 85-10 Derivat, Deletion von Noél et al., 2001
hrpX

85-10Aroax-roaY Rif? 85-10 Derivat; Deletion von Kirchberg et.al.; 2012
roaX, roaY

85-10 AroaX-roaY-acnB Rif? 85-10 Derivat; Deletion von Kirchberg et.al.; 2012
roaX, roaY,acnB

85-10Aflp Rif? 85-10 Derivat; Deletion von diese Arbeit
flp (XCV1871)

85-10AacnB/pL6acnB Rif"; Tet® 85-10AacnB + pLAFR6 mit diese Arbeit
acnB aus Xcv

85-10AroaX-roaY/pL6roaX  Rif"; Tet® 85-10AroaX-roaY + pLAFR6  Wesolowska, 2012
mit roaX aus Xcv

85-10AroaX-roaY/pL6roaY Rif"; Tet® 85-10AroaX-roaY + pLAFR6  Wesolowska, 2012
mit roaY aus Xcv

85-10AacnA2/pL6acnA2 Rif; Tet® 85-10AacnA2 + pLAFR6 mit  diese Arbeit
acnA2 aus Xcv

E.coli Stamme

W3110 - prototroph Laborkollektion

DHS5apir - F recA, hsdR17(r,,m") Ménard et al., 1993
®80dlacZ AM15

XL 1 blue Tet® recAl, endA, gyrA9,6 thil, Stratagene
hsdR17, supE4, relAl, lac[F
proAB, laclZ AM15 Tn10]

MM294 Kan® F- endAl hsdR17 (rK- Berlyn et al., 1996

(PRK2013) mK+)glnV44 thi-1relA1RfbD1

SpoT1; Helferstamm fir die

Konjugation; pRK2013 tragt
tra-Gene fir den Aufbau des
Konjugationsapparates
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Bakterienstamme Resistenz Genotyp/Phanotyp Referenz/Herkunft
E. coli Stdmme
Rosetta Kan® BL21-Derivat, F-ompThsdSB Stratagene, Amsterdam,

(rB- mB-) gal dcm pRARE NL

Tab. 4: Verwendete Plasmide und Vektoren

Vektor/Plasmid Resistenz Charakteristika Referenz/Herkunft

pBlueskript(11)KS Ap® Phagemid, pUC Derivat  Stratagene

pOK1 ScR Suizidvektor, sacB, Huguet et al., 1998
sacQ, mobRK2, ori6K

pOK::acnB S Kirchberg et. al.; 2012

pOK::acnA Sct diese Arbeit

pLAFR6 Tet® RK2 Replicon,Mob", Bonas et al., 1989
Tra’, multiple cloning
site flankiert durch
Transkriptions-
terminatoren

pL6acnB Tet® pLAFRG6 Derivat, acnB®  Kirchberg et al., 2012
aus Xcv

pL6acnB-roaX-roaY Tet® pLAFR6 Derivat, acnB-  Kirchberg et al., 2012
roaX-roaY" aus Xcv

pL6flp Tet® pLAFR6 Derivat, flp* diese Arbeit
aus Xcv

pL6roaX Tet® PLAFRG6 Derivat, roaX”™  Wesolowska, 2012
aus Xcv

pL6roaY Tet® pLAFR6 Derivat, Wesolowska, 2012
roaY aus Xcv

pL6acnA2 Tet® pLAFR6 Derivat, diese Arbeit
acnA2"aus Xcv

pBRM Gent® Klonierungsvekror; Szczesny et al.,2010
bla,Golden-Gate
kompatibles Derivat von
pBRM1,MCS-5,lacPOZ’

pBRMachA Gent® PBRM Derivat, acnA™ diese Arbeit
aus Xcv

pBRMacnA2 Gent® pPBRM Derivat, acnA2" diese Arbeit

aus Xcv

2.3 Pflanzenmaterial

Es wurden Paprikapflanzen (Capsicum anuum) der Kultivare ECW (“Early California Wonder") und
ECW-10R fir

ECW-10R handelt es sich, durch das Vorhandensein und die Expression des Resistensgens Bsl

Infiltrationsanalysen  mit  Xcv-Stdmmen verwendet. Bei dem Kultivar

(Minsavage et al., 1990), um resistente Pflanzen. In diesem Fall kommt es zur Ausbildung einer

hypersensitiven Reaktion (HR) nach der Erkennung des Effektorproteins AvrBsl aus Xcv durch das

Resistenzprotein Bsl der Paprikapflanzen.

31



Material und Methoden

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im Gewachshaus unter folgenden Standardbedingungen:
26 °C, relative Luftfeuchtigkeit von 65 % und 16 h Photoperiode.

2.4  Zellanzucht und Ernte

Kultivierung von X. campestris pv. vesicatoria

Zur Kultivierung von X. campestris pv. vesicatoria Stammen wurde NYG-, MA-, MA-Citrat- oder
MA-Saccharose-Medium unter Verwendung entsprechender Antibiotikazusédtze kultiviert. Durch
Verwendung einer Vorkultur wurde eine Hauptkultur mit einer ODgqo von 0,1 schiittelnd bei 150-200
rpm und 30 °C inkubiert. Die Generationszeit betrégt ca. 2 h. Beim Erreichen der gewtiinschten ODgq
wurden die Zellen durch 10minitige Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm geernet. Beimpfte NYG-
oder MA-Agar-Platten wurden 1-2 Tage bei 30 °C inkubiert und konnten anschlieRend ca. 2 Tage bei
Raumtemperatur gelagert werden. Xcv-Kulturen wurden fir nachfolgende Experimente immer frisch

von DMSO-Stammkulturen angefertigt.

Kultivierung von X. campestris pv. vesicatoria unter reduzierten O,-Bedingungen

Zur Anzucht unter O,-reduzierten Bedingungen erfolgte die Kultivierung der Hauptkulturen in
Serumflaschen. Hierfur wurden 100 ml 1 x MA-Medium in Serumflaschen mit einem Volumen von
320 ml gefillt. Der verbleibende Luftraum betrug demzufolge 220 ml. Um dem Medium den O, zu
entziehen wurde es einige Minuten aufgekocht, die Flasche anschlieend verschlossen und es folgte
eine N,-Begasung bis zur Abkiihlung des Mediums. Nach dem Autoklavieren der Serumflasche wurde
das Gasvolumen von 220 ml in der Flasche auf 21 % Luftsauerstoff gesetzt und mit einer Spritze ein
steriles Luftvolumen von 104,7 ml in den Luftraum der Serumflasche gegeben. Dies entspricht einer
Konzentration von ca. 10 % O, im Gasraum. Hierbei handelt es sich nicht um eine genaue Angabe der

O,-Konzentration, sondern lediglich um die Erzeugung von O,-reduzierten Bedingungen.

Kultivierung von E. coli

Die in Tab. 3 aufgefiihrten Stamme wurden in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotikazusétzen
kultiviert. Die Anzucht erfolgte mit Hilfe von LB-Glycerin Stammkulturen oder mit Einzelkolonien
von LB-Agar-Platten. Die Inkubation wurde schittelnd bei 150-200 rpm und 37 °C Uber Nacht
durchgefuhrt. Nach dem Erreichen der, fur die jeweiligen anschliefenden Experimente, gewinschten
ODygoo wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm gewonnen. Es erfolgte eine
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direkte Verarbeitung oder eine Lagerung der Zellen bei -20 °C. LB-Agar-Platten wurden ebenfalls bei
37 °C inkubiert und konnten anschlieRend bei 4 °C gelagert werden.

2.5 Messung des Bakterienwachstums in vitro

Das Wachstum der Bakterien wurde photometrisch durch die Messung der optischen Dichte bei
600 nm (ODggo) bestimmt. Die Messung erfolgte mit Hilfe des Ultrospec 10 Cell density meter
(Amersham Biosciences, Freiburg) direkt in Klettkolben oder in Hungate-Réhrchen. Bei jeder
Messung diente entsprechendes unbeimpftes Medium als Leerwert. Bei einer ODgo Uber 2,0 wurde

der Messansatz mit Medium verdinnt und in Kivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm gemessen.

2.6 Analyse des Wachstums von Xcv-Stdmmen

2.6.1 Wachstumsanalyse in vitro

Um das Wachstum der Xcv-Stdamme bzw. den Einfluss von genspezifischen Deletionen auf das
Wachstum zu untersuchen, wurden Wachstumsanalysen durchgefiihrt. Damit eventuelle
Wachstumsdefizite nicht durch einen Uberfluss an Nahrstoffen kompensiert werden, wurde 1 x MA
Medium fir die Untersuchungen eingesetzt. Zur Vereinfachung wurden Hungateréhrchen verwendet
und je Stamm eine 3-4-fach Bestimmung durchgefihrt.

Es wurden 4 ml MA-Medium mit einer Vorkultur auf eine ODgy von 0,1 angeimpft und das
Wachstum fur mindestens 48 h aufgezeichnet.

Neben MA-Medium und aufgrund der Tatsache, dass Citrat als mdgliche Kohlenstoffquelle fir Xcv
diskutiert wird, wurden Wachstumsanalysen auch mit MA-Citrat-Medium angefertigt. So konnte der
Einfluss der einzelnen Gendeletionen auf die Citratverfligbarkeit untersucht werden. Auch hier wurden
4 ml des Mediums in Hungateréhrchen in 3-4-fach Bestimmung eingesetzt und das Wachstum bei

600 nm fur mindestens 48 h dokumentiert.

2.6.1.1 Wachstum unter Anwesenheit von Menadion (plate sensitivity assay)

Menadion ist ein Superoxid-bildendes Reagenz, welches im plate sensitivity assay modifiziert nach
Jittawuttipoka et al. (2009) eingesetzt wurde. Hierfiir wurden Verdiinnungen von 10° und 10von
Kulturen der exponentiellen Wachstumsphase (ODgyo = 0,6) der zu testenden Xcv-Stdmme auf MA-
Agar-Platten ohne und mit 15 pM Menadion (Sigma, Minchen) plattiert. Nach einer Inkubation bei
30 °C wurden die koloniebildenden Einheiten cfu (colony forming units = cfu) nach 2-3 Tagen

gezahlt. Zur Ermittlung der surviving fraction wurden die cfu der Platten mit Menadion durch die cfu
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der Platten ohne Menadion dividiert. Dabei wurden die Uberlebenden Bakterienkolonien der
eingesetzten Stdmme ohne Menadionbehandlung auf 100 % gesetzt.

2.6.2 Wachstumsanalyse in planta

Hierbei wurden eventuelle Effekte der Deletionen in Xcv 85-10 auf das in planta Wachstum
untersucht. Es wurden je 3 Paprikapflanzen (C. anuum) des Kultivars ECW pro Durchfiihrung
verwendet. Die Wachstumsanalyse erfolgte jeweils durch Inokulation der Bléatter mit den zu
untersuchenden Xcv-Deletionsstdimmen, dem Wildtyp 85-10 und dem Kontrollstamm 85*AhrcN
(modifiziert nach Bonas et al., 1991). Die Bakteriensuspensionen wurden in 10 mM MgCI, auf eine
Zellzahl von 5 x 10* cfu/ml eingestellt und in die Blétter (Blattunterseite) von 5-6 Wochen alten
Pflanzen infiltriert. Die inokulierten Pflanzen wurden anschlieRend in einer Phytokammer (Series 101,
Percival Scientific) bei 80 % Luftfeuchtigkeit einem Tag-Nacht-Rhythmus von 16 h bei 28°C und 8 h
bei 26 °C Nachttemperatur ausgesetzt.

Zur Analyse des Wachstums wurde aller 2 Tage (auch am Tag der Infiltration) aus der infiltrierten
Flache ein Bereich von 0,5 cm? mit Hilfe eines Korkbohrers gestanzt und in ein EppendorfgefaR mit
100 pl 10 mM MgCl, und einer Stahlkugel tberfuhrt. Der Aufschluss erfolgte anschlielend mit einer
Schwingmiihle (MM300, Retsch, Haan) fir 40 sec bei 30 Schwingungen/sec. Die
Bakteriensuspensionen bzw. Verdinnungen wurden auf NYG-Rif-Cyc-Néhragarplatten ausplattiert.
Cycloheximid (Cyc) inhibiert die eukaryotische Protein-Biosynthese, wodurch das Wachstum von

Pilzen gehemmt werden soll.

Folgende Verdunnungen wurden je Stamm plattiert:

Tag 0: je 50 ul 1:3 verdiinnt

Tag 2: je 50 ul 10, 10 und 10 verdiinnt

Tag 4: je 50 ul 10,10, 10" und fiir die hrcN-Mutante 10™ und 107 verdiinnt
Tag 6: je 50 ul 10, 10°, 10° und fur die hrcN-Mutante 10”und 10 verdiinnt
Tag 8:je 50 ul 10, 10, 107 und fir die hrcN- Mutante 10 und 10 verdiinnt

Konnte bei Stdmmen ein verringertes Wachstum gegeniiber dem Wildtyp festgestellt werden, wurde
zum néchsten Zeitpunkt der Probennahme eine entsprechende niedrigere Konzentration ausplattiert.
Nach einer Inkubation der Agar-Platten fir 2 Tage bei 30 °C wurden die cfu gezdhlt und die

Berechnung und Erstellung der Wachstumskurven mit Microsoft Excel durchgefiihrt.
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2.7 Infiltration von Paprikapflanzen mit Xcv-Stammen

Um die Fahigkeit der Deletionsmutanten wassrige Lasionen und hypersensitive Reaktionen (HR) zu
bilden mit denen des Wildtyps zu vergleichen, wurden 5-6 Wochen alte Paprikapflanzen (C. anuum)
der Kultivare ECW und ECW-10R verwendet. Hierflir wurden Bakteriensuspensionen mit
10 mM MgCl, auf eine ODggo von 0,2 (entspricht 2,5 x 108 cfu/ml) eingestellt. Es wurde eine 1:2
(ODggo = 0,1), eine 1:10 (ODggo = 0,02) und eine 1:5 (ODggo = 0,04) Verdinnung zur Infiltration
eingesetzt. Die Infiltration erfolgte nach der Beschreibung von Bonas et al. (1989) in je
2 Paprikapflanzen der Kultivare ECW und ECW-10R. Mit Hilfe einer Einwegspritze ohne Kaniile
wurde eine Blattfliche von ca. 1,5 cm® mit der Bakteriensuspension infiltriert. Dabei diente der
Zeigefinger von der Blattoberseite als Stlitze und die Inokulation erfolgte an der Unterseite von
Blattern gleichen Alters. Um auszuschlieen, dass die phéanotypischen Effekte durch verschiedene
Positionen auf dem Blatt und somit durch unterschiedliche Lichtintensitat verursacht worden sind,
wurden die Positionen der Stdmme pro Blatt verandert. Zum Vergleich der Phanotypen wurden alle
Stdamme, sowie der Wildtyp Xcv 85-10 auf ein Blatt infiltriert. Die Pflanzen wurden wie unter 2.6.2

beschrieben in Phytokammern einem Tag- Nacht-Rhythmus ausgesetzt.

Bleichen von Paprikablattern

Eine langerfristige Aufbewahrung von Paprikablattern und eine verbesserte Visualisierung der HR
wurde durch das Bleichen mit absolutem EtOH erreicht, indem den Bléttern durch dieses Verfahren
das Chlorophyll entzogen wurde. Hierfir wurden 10 x 5 cm grof3e Plastikgefalle mit EtOH gefullt, die
Blatter hineingegeben und eine Inkubation von ca. 12 h bei 60 °C in einem Wasserbad durchgefiihrt.
Die Blatter wurden entnommen, mit Wasser gespiilt und zwischen Filterpapier und Papiertiichern

gepresst und getrocknet.

2.8  Untersuchung der Freisetzung von ROS in planta

Zur Detektion von oxidative burst bzw. freigesetzten reaktiven Sauerstoffspezies in Paprikablattern,
als Reaktion auf die Infiltration von Xcv, wurde das Chromogen DAB (3,3'-Diaminobenzidin ((w/v);
Sigma, Miinchen) nach Thordal-Christensen et al. (1997) verwendet. Bei DAB handelt es sich um eine
Peroxidase-gekoppeltes Chromogen. Befindet sich H,O, im Blatt, dient es der Peroxidase als Substrat
und das farblose Chromogen wird durch freiwerdende Protonen zu einem braunen Produkt unter
Bildung von Wasser oxidiert.

Die DAB-L6sung wies eine Konzentration von 1 mg/ml mit einem pH von 3,8 (mit HCI) auf und

wurde vor Verwendung lichtgeschiitzt fur ca. 2 h durchmischt.
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Die anzuférbenden Bléatter wurden in einem 50 ml Greiner (Roth, Karlsruhe) mit frischer DAB-
Losung fir 2 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Blatter zur Entfarbung in 99 % EtOH bei
95 °C im Wasserbad gekocht und daraufhin tber Nacht in Chloralhydrat ((w/v); 2,5 mg/ml; Roth,
Karslruhe) verwahrt. Am nédchsten Tag konnten die Blatter mit H,O gespult und zwischen

Papiertiichern getrocknet werden.

2.9 Dauerhafte Lagerung von Bakterienstammen

Flussigkulturen von Xcv-Stdmmen wurden mit 7% (v/iv) DMSO versetzt. Dagegen wurde zu
Flussigkulturen von E. coli 12,5 % (v/v) Glycerin gegeben. Die dauerhafte Stammlagerung aller
Bakterienstdmme erfolgte bei -80 °C.

2.10 Molekularbiologische Methoden

2.10.1 Isolierung von Nukleinsauren

2.10.1.1 Isolierung von Gesamt-DNA

Um Gesamt-DNA aus Xcv-Stdmmen zu isolieren wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Hierfur wurden 5 ml Flissigkultur nach beigefiigtem Protokoll des Herstellers
prapariert und die Gesamt-DNA aufgearbeitet. Die DNA wurde mit 50 pl Elutionspuffer oder HyOpigest

eluiert und bei -20°C aufbewabhrt.

2.10.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA aus Zellen zu isolieren wurde das High Pure Plasmid lIsolation Kit (Roche,
Mannheim) oder das QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Es wurden jeweils 6 ml
Flussigkultur nach Protokollangaben bearbeitet und die Plasmid-DNA in 30 pl Elutionspuffer oder
H,Onicest €luiert. Um die erhaltene Ausbeute zu steigern, wurde das Eluat erneut auf die Sdule gegeben

und fir 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert.

2.10.1.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus X. campestris pv. vesicatoria Stammen

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA aus Xcv-Stammen wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)
eingesetzt. Es wurde jeweils 10 ml NYG-oder MA-Flissigkultur der exponentiellen Wachstumsphase
(ODggo = 0,5 - 0,8) bzw. der stationdren Wachstumsphase (ODggo = 1,5 - 2,0) prépariert. Die Isolation
und Aufarbeitung der RNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die RNA wurde mit 30 pl
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RNase-freiem H,Opiqest €luiert und das erhaltene Eluat, zur Steigerung der Ausbeute, zur erneuten
Elution auf die S&ule gegeben. Da sich meist nach der Isolation der RNA noch Reste der DNA in der
Probe befinden, schloss sich eine zusétzliche DNase-Behandlung mit DNase | recombinant, RNase-
free (Roche, Mannheim) fur 1 h bei 37 °C an.

Die so gewonnene RNA stand nun fiir Reverse Transcriptase-Experimente, sowie fur Real-Time-PCR
zur Verfugung. Die Lagerung der RNA erfolgte fur kurze Zeitraume bei -20 °C und fir langere
Aufbewahrung bei -80 °C.

2.10.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mit Hilfe des Nanodrop (Peglab, Erlangen) bestimmt.
Die Konzentration wird hierbei photometrisch durch die Messung der Extinktion bei einer
Wellenlange von 260 nm in 1 pl der Nukleinsdurelésung ermittelt und berechnet (siehe Gleichung 1).

Als Leerwert diente H,Opigest bzw. der Puffer in dem die jeweiligen Nukleinsauren geldst vorlagen.

Gl 1 [Cnukieinsaure NG/HI = OD2go X 50 ng/ul]

2.10.3 PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten

2.10.3.1 Standard-PCR

Zur Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten wurde die PCR (polymerase chain reaction,
(Saiki et al.,, 1985) verwendet. Durch den Einsatz von spezifischen Oligonukleotiden, sowie
hitzestabilen Polymerasen ist eine spezifische Vervielféaltigung von DNA mdglich. Die Reaktionen
wurden mit entsprechenden Programmen in Thermocyclern (Primus 25 advanced; Peglab, Erlangen
und T3000; Biometra, Géttingen) durchgefihrt.

Je nach Amplifikat und dessen Verwendungszweck kamen verschiedene DNA-Polymerasen zum
Einsatz. Fir Standard-PCR-Reaktionen wie Kolonie-PCR und PCR mit cDNA wurde hauptséchlich
die Dream-Tag-DNA-Polymerase verwendet. Fur die Amplifizierung von DNA-Fragmenten, welche
anschliefend fir Klonierungen bzw. Sequenzierreaktionen eingesetzt wurden, diente eine DNA-
Polymerase, welche eine 3'-5' Exonuklease- bzw. proofreading-Funktion besitzt. Somit wird die
Fehlerrate der Amplifizierung reduziert und die Wahrscheinlichkeit einer korrekten Sequenzabfolge
erhoht. Hierfur diente die Phusion-High-Fidelity-DNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt).
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Folgende Standardansétze wurden verwendet:

Komponenten PCR mit Dream - Taq - PCR mit Phusion-High-
DNAPolymerase Fidelity-DNA-Polymerase

template DNA (50-200 ng) 1l 1l

10 x Reaktionspuffer 2 ul -

5 x Phusion GC puffer - 10 pl

Primer forward (10 pM) 0,6 pul 1,5l

Primer reverse (10 pM) 0,6 pul 1,5 ul

dNTP-Mix (10 mM) 0,4 pl 1l

DMSO (100 %, v/v) 1,4 ul 3,5 ul

Polymerase 1U 0,5 ul 0,5 ul

H20 pidest 13,5 pl 31ul

Gesamtvolumen 20 pl 50 pl

Die PCR wurden standardmaRig nach folgenden Programmen durchgefiihrt:

PCR mit Dream-Tag-DNA-Polymerase PCR mit Phusion-High-Fidelity-DNA-
Polymerase
Denaturierung: 95 °C 5 min Denaturierung: 98 °C 2 min
Denaturierung: 95 °C 15 sec Denaturierung: 98 °C 10 sec
Anlagerung: X°C 30sec | 33x Anlagerung: X°C 30sec | 33x
Elongation: 72°C Y min Elongation: 72°C Y min
Finale Elongation: 72 °C 5 min Finale Elongation: 72 °C 5 min
4°C o 4°C 00

Die Anlagerungstemperatur X fir die jeweiligen Primer wurden 5 °C unter der ermittelten
Schmelztemperatur (T, des Primers gewahlt. Die Berechnung der Schmelztemperatur erfolgte mit der

Formel nach Bertram und Gassen (1991).

Gl.2 Tm =2 x Anzahl der A/T-Paare + 4 x Anzahl der G/C-Paare
Tm = Schmelztemperatur
A/T = Adenosin/Thymin
G/C = Guanin/Cytosin

Da sich die Polymerasen in ihrer Syntheseleistung unterscheiden, wurde je nach erwarteter Grof3e des

Amplifikates und der Herstellerangaben eine unterschiedliche Elongationszeit Y gewéhlt. Die Dream-
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Tag-DNA-Polymerase weist eine Leistung von 1 kb DNA-Fragment pro 1 min auf, wéhrend die
Phusion-High-Fidelity-DNA-Polymerase dagegen eine Syntheseleistung von 1 kb pro 30 sec besitzt.

2.10.3.2 Kolonie-PCR

Fur die Durchfihrung einer Kolonie-PCR wurden statt extrahierter Gesamt- oder Plasmid-DNA ganze
Zellen eingesetzt. Im Fall von E. coli Zellen wurde eine Kolonie in dem bestehenden PCR-Ansatz
resuspendiert und zur Reaktion eingesetzt. Um einen effizienten Aufschluss der Zellen zu
gewahrleisten, wurde der initiale Denaturierungsschritt (95 °C) der Standard-PCR auf 10 min erhoht.
Bei Xcv wurde eine Kolonie in 50 pl HyOpigest SOlubilisiert, anschlieBend bei 95 °C fiir 10 min
aufgekocht und fiir 30 min bei -80 °C aufbewahrt, um den Zellaufschluss zu gewéhrleisten. Es schloss
sich eine 5minitige Zentrifugation bei 14000 rpm an. Es wurde 1 pl des Uberstandes entnommen und

als template zur PCR eingesetzt.

2.10.3.3 Reinigung von PCR-Produkten

Um stérende Enzyme und Pufferkomponenten fir nachfolgende Reaktionen zu entfernen, wurden die
erhaltenen PCR-Amplifikate entweder mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche,
Mannheim) oder dem QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die Reinigung
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Elution wurde mit 30 pl Elutionspuffer oder H;Opigest
durchgefuhrt,

2.10.4 cDNA Synthese

Zur Herstellung von cDNA durch reverse Transkription wurde frisch isolierte RNA aus Xcv-Stdmmen
verwendet. Hierfir wurde das RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific, Schwerte) eingesetzt. Fir jede cDNA-Synthese wurden je nach Ausbeute 1-2 ug der
Gesamt-RNA verwendet und mit Hilfe des Random Hexamer Primer [100 uM; 0,2 ug/ul
(6 A260 U/ml)] das vorhandene Transkriptom in cDNA nach Angaben des Herstellers umgeschrieben.
Die so erhaltene cDNA konnte nun zur RT-PCR, sowie zur quantitativen Real-Time-PCR eingesetzt

werden. Die zur cDNA-Synthese verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 12 (Anhang) aufgefihrt.
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2.10.5 RT-PCR

Die RT-PCR (reverse transcription-PCR ) erlaubt die Analyse der Transkription bestimmter Gene mit
Hilfe spezifischer Oligonukleotide nach erfolgter c¢cDNA aus Gesamt-RNA. Die in der
vorangegangenen Reaktion synthetisierte cDNA wurde als template zur Reaktion eingesetzt

(Reverse Transkription). Durch den Vergleich der entstandenen Amplifikate in verschiedenen
Stdammen nach der PCR, lat sich eine semiquantitative Aussage Uber die cDNA Konzentration
treffen. Diese wiederum erlaubt Rickschlisse auf die Menge der mMRNA des jeweiligen Gens zum
Zeitpunkt der RNA-Isolation zu ziehen. Es wurden je 1 pl der synthetisierten, 1:50 verdiinnten cDNA
zur PCR mit Dream-Tag-DNA-Polymerase in einem 20 pl Ansatz eingesetzt.

Als Kontrolle diente die Amplifikation der konstitutiv exprimierten 16S rRNA, genomische DNA des
Wildtyp Xcv 85-10, sowie H,Opigesr. Die Amplifikate wurden anschlieBend in einem 1%igem
Agarosegel zur vergleichenden Analyse aufgetragen.

2.10.6 gRT-PCR (quantitative Real Time-PCR)

Die Methode der quantitativen Echtzeit-PCR erlaubt, nach Herstellung von cDNA aus isolierter RNA,
die quantitative Messung der DNA in einer PCR-Reaktion. Hierfur wurden jeweils 1 pg zur cDNA-
Synthese mit random Primern eingesetzt und zu Beginn die Effizienz der Primer in der gRT-PCR,
sowie die optimale Verdinnungen der cDNA ermittelt.

Die Durchfuhrung des Experimentes erfolgte unter Verwendung des QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Hilden), sowie dem Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Qiagen; Hilden). Bei SYBR-
Green handelt es sich um einen Cyanin-Farbstoff der zur Detektion doppelstrangiger DNA eingesetzt
wird. Somit wird bei jedem Elongationsschritt der PCR-Zyklen die Zunahme der Fluoreszenz
gemessen, welche mit der ansteigenden DNA Menge korreliert. Die Quantifizierung der
Fluoreszenzsignale erfolgte in der exponentiellen Phase der PCR, welche sich durch optimale
Reaktionsbedingungen auszeichnet. Anhand von erstellten Schmelzkurven lieen sich unspezifische
Produkte identifizieren und von der Auswertung ausschlieen. Als Referenz diente die Analyse der
Transkriptrate des, in allen Stdmmen Kkonstitutiv exprimierten, 16S rRNA Gens, sowie die
Amplifikation mit RNase-freien H,Opigest. Die zur Amplifikation verwendeten Oligonukleotide, welche
in einer Konzentration von 1,5 mM eingesetzt wurden, sind in Tab. 12 im Anhang zu finden. Es
wurden jeweils Primer mit einer L&nge von 18-22 bp, einer Schmelztemperatur von ca. 60 °C und
einem GC-Gehalt von 40-60 % ausgewadhit.

Die maximale Grol3e der Amplifikate betrug 200 bp. Die cDNA wurde hierbei 1:50 verdiinnt.
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Folgender Ansatz wurde verwendet:

SYBR Green PCR Mix 10 pl

1,5mM Primer forward 1,4 ul

1,5mM Primer reverse 1,4 ul

cDNA (1:50) 2 ul

RNase freies Wasser 2 ul
20 pl

Programm:

94 °C 15 min

58 °C 30 sec

72°C 11 sec 40X

80 °C 7 sec

4°C o0

Zu Beginn der Durchfiihrung der tatsachlichen qRT-PCR wurde fiir jedes eingesetzte Primerpaar die
Effizienz ermittelt. Hierflr wurde anhand der erhaltenen Ct-Werte (cycle threshold) der Reaktionen
mit verschiedenen Verdiinnungen der cDNA (1:50; 1:250; 1:1250; 1:6250) von Xcv 85-10 eine lineare
Funktion erstellt. Die Steigung (m) der Gleichung wurde in folgender Formel zur Errechnung der

Primereffizienz (E) eingesetzt:

E =10 exp (-1/m)

Um nun die relative Transkriptrate der Gene zu erhalten, wurden die ermittelten Ct-Werte in die
jeweilige Geradengleichung eingesetzt (logSQ = (Ct-b/m). AnschlieBend wurden die Unterschiede in
der Transkription des Referenzgens der 16S rRNA (16S difference) der jeweiligen Stamme als
Korrekturfaktor in die Berechnung mit einbezogen, da dieses Gen konstitutiv in allen Stdmmen
exprimiert wird. Die Transkriptmenge des Wildtyps wurde auf 1,0 gesetzt und die relativen
Transkriptraten der Gene in den Mutanten durch Normalisierung mit der 16s difference berechnet.
Jede gRT-PCR wurde technisch zweimal mit 3 biologischen Replikaten durchgefiihrt.

Um die mRNA-Expression verschiedener Gene des Wildtyps und der verwendeten Mutanten
vergleichen zu kénnen, wurde der Student’s-t-Test verwendet. Ein P-value (p) < 0.05 wurde

dabei als statistisch signifikant angesehen.

41



Material und Methoden

2.10.7 Trankriptomvergleiche mit Microarray

Zur vergleichenden Analyse der Expression von Genen zwischen dem Wildtypstamm Xcv 85-10 und
den erstellten Mutanten wurden Microarray-Analysen von der Arbeitsgruppe von Prof. Anke Becker
(Synmicro; LOEWE-Zentrum fir Synthetische Mikrobiologie; Hans-Meerwein-Strale; 35032
Marburg) durchgefihrt. Hierfir wurden je Stamm 10 pg isolierte Gesamt-RNA von 4 biologischen
Replikaten bzw 4 x 15 ml geerntete Zellen der exponentiellen Wachstumsphase (ODggo = ca. 0,6)
versendet. Es wurden Microarrays von Xcv 85-10 zur Hybridisierung eingesetzt, welche 3 Sonden pro
Gen aufwiesen (http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/groups/nwt/transcriptomics_facility/). Das nach
Microarray-Hybridisierung entstandene Foto wurde mit der Software ImaGene (BioDiscovery)
ausgewertet und die erhaltenen Zahlenwerte mit der Software EMMA analysiert. Die so erhaltenen
Rohdaten wurden von der Arbeitsgruppe voruntersucht und nur die Gene mit einem M-Wert (= log2
Veranderung der jeweiligen Transkriptmenge zwischen beiden vergleichenden Stdmmen) >1 bzw < -1,
einem p-Wert < 0,05 (statistische Wahrscheinlichkeit, dass Werte nicht auf Zufall beruhen) und einem
A-Wert (Stérke des Hybridisierungssignals) > 5 selektiert. Die Daten wurden als Microsoft Excel-
Dateien erhalten.

2.10.8 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mittels horizontaler Gelelektrophorese in Elektrophoresekammern der Firma
Biorad (Minchen) und Peglab (Erlangen) mit 1 x TAE als Laufpuffer aufgetrennt. Dabei wurden, je
nach erwarteter GroRe der Fragmente, verschiedene Agarosekonzentrationen (w/v) verwendet
(1-2 % in 1 x TAE-Puffer). Die Proben wurden vor der Auftrennung mit 0,2 VVol. 5 x DNA-Ladepuffer

versetzt und je nach GroRe des Fragmentes bei 70-100 Volt fur 1 h aufgetrennt.

50 x TAE-Puffer

EDTA 0,05 M
Tris/HCI 2M
Essigséure (v/v) 1%
pH 8,0
5 x DNA-Ladepuffer

Glycerol (99 %,v/v) 30 %
Bromphenolblau (w/v) 0,25 %
Xylencyanol (w/v) 0,25 %
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2.10.8.1 Bestimmung der GrofRe der DNA-Fragmente

Fur die GroRenbestimmung der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde wahrend der
elektrophoretischen Auftrennung ein GroRenstandard mitgeflhrt. Hierbei handelt es sich um den A-
Pst-Marker (Abb. 9), welcher durch die vollstandige Restriktion von X -Phagen-DNA (0,3 pg/ul;
Fermentas, St. Leon-Rot) mit der Restriktionsendonuklease Pstl (Fermentas; St. Leon-Rot) bei 37 °C

U.N. geschnitten und anschlieBend mit 5 x DNA-Ladepuffer versetzt wurde.

Abb. 9.: A-Pst-Marker.

Auftrennung von vollstandig  geschnittener A-Phagen-DNA (0,3 pug/ul; Fermentas, St. Leon-Rot) mit der
Restriktionsendonuklease Pstl (Fermentas; St. Leon-Rot) in einem 1%igen Agarosegel.

2.10.8.2 Farbung und Dokumentation von Agarosegelen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung von DNA in Agarosegelen erfolgte die Farbung dieser fur
ca. 30 min in einem Ethidiumbromid-Bad (1 pg/ml). Nach der Anférbung wurde die DNA durch
Interkalation des EtBr mit UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert (Gel iX Imager; Intas,
Gaottingen).

2.10.8.3 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente nach einer Restriktion oder PCR aus einem Agarosegel zu eluieren, wurden die
gewdiinschten Banden unter UV-Licht ausgeschnitten und anschliefend mit Hilfe des Qiaquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) oder dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche,

Mannheim) nach Herstellerangaben isoliert.
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2.10.9 Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

2.10.9.1 DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA-Fragmenten erfolgte hinsichtlich Pufferbedingungen, Reaktionstemperatur
und Enzymkonzentrationen nach Angaben des Herstellers (Fermentas, St. Leon-Rot) fir 3 h oder (iber
Nacht. Vor anschliefenden Ligationsreaktionen wurden die eingesetzten Enzyme entsprechend der
Herstellerangaben inaktiviert. Die Restriktion und die entstandenen Fragmente wurden in einem

1%igem Agarosegel tberprift.

2.10.9.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur Ligationsreaktionen mit einem Volumen von 10 pl wurde 1U T4-DNA Ligase und 10 X
Ligasepuffer (Fermentas, St.Leon-Rot) eingesetzt. Das Vektor:DNA-Verhdaltnis betrug meist 1:3 oder
die einzusetzende Masse des Inserts (m; in ng) wurde unter Berticksichtigung der Lange der Insert-und
Vektor-DNA (L, und L), sowie der eingesetzten Masse der Vektor-DNA (my in ng) wie folgt

berechnet.

m,= (5X my X L|)/ Ly

Zu Beginn wurde die Vektor- und Insert-DNA in einem Eppendorfgefal zur Freilegung der kohésiven
Enden fur 10 min bei 45 °C inkubiert und anschlieRend die restlichen Komponenten zugegeben. Die
Ligation erfolgte uber Nacht bei 16 °C. Um die Ligase zu inaktivieren, wurde der Ansatz vor einer
Transformation fur 10 min bei 65 °C inkubiert. Erfolgte eine Transformation per Elektroporation
wurden die stérenden Salze aus der Ligationssuspension durch Mikrodialyse entfernt. Hierflr diente
ein Membranfilterblattchen mit einer PorengréRe von 0,025 um (Millipore, Eschborn). Der Ansatz
wurde auf das Filterblattchen gegeben und nach 45mindtiger Dialyse gegen H,Opiget Wieder

abgenommen und zur Elektroporation eingesetzt oder bei -20 °C aufbewahrt.

2.10.10 Herstellung kompetenter Zellen

2.10.10.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Es wurden 200 ml LB-Medium mit einer Vorkultur und entsprechendem Antibiotikum in einem
Erlenmeyerkolben bei 37 °C kultiviert und bis zu einer ODgy von 0,5-0,8 inkubiert. Nach einer
15minutigen Inkubation der Kultur auf Eis schloss sich eine Zentrifugation von 15 min bei 5000 rpm
(Sorvall RC6 Plus, Rotor: F10S) und 4 °C an. Das erhaltene Zellpellet wurde zwei Mal mit 1 Vol.
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eiskaltem HyOpigest Und daraufhin mit 30 ml eiskaltem 10%igen Glycerin (v/v) gewaschen und jeweils
durch 15 minutige Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm pelletiert. Das gewaschene Zellpellet wurde
in 0,6 ml 10%igen Glycerin resuspendiert und anschlielend aliquotiert (40 pl). Die nun
elektrokompetenten Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

2.10.10.2 Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen (Sambrook et al.,2001)

Es wurden frische Kolonien zur Kultivierung einer 25 ml Vorkultur mit LB-Medium verwendet. Diese
wurde 6-8 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Anzucht einer 250 ml
Hauptkultur, welche unter den gleichen Bedingungen bis zu einer ODgy von 0,55 kultiviert wurde.
Nach einer 10 mindtigen Inkubation auf Eis wurde die Kultur fiir 10 min bei 4 °C und 3900 rpm
zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde anschlieBend in 80 ml Transformationspuffer
resuspendiert und durch eine wiederholte Zentrifugation pelletiert. Nach Abnahme des Uberstandes
wurde das Pellet nun in 20 ml Transformationspuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 1,5 ml DMSO
(100 %, v/v) und kurzem Mischen verweilte die Suspension fir 10 min auf Eis und wurde
anschlielend aliquotiert (50 ul). Nach kurzem Aufenthalt in fliissigen N, erfolgte die Aufbewahrung
bei -80 °C.

Transformationspuffer:

MnCl, x 4 H,0O 55 mM
CaCl, x 2H,0 15 mM
KCI 250 mM
PIPES (0,5 M, pH 6,7) 10 mM
H,Obidest ad 1000 mi

2.10.10.3 Herstellung elektrokompetenter Xcv Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Xcv Zellen wurden Kolonien von einer NYG-Agarplatte mit
einem sterilen Spatel abgenommen und in H,Opigest resuspendiert. Es wurde eine ODgy von 1,0
eingestellt und jeweils 1 ml der Suspension in ein Eppendorfgefal uberfihrt. Hierbei wurden alle
Schritte bei 4 °C durchgefiinrt. Nach einer Zentrifugation bei 14000 rpm wurde der Uberstand
abgenommen und das entstandene Zellpellet 3 Mal mit sterilem H,Opiqest gewaschen. Das Zellpellet
wurde anschlielend in 50 pl sterilem 10%igen Glycerin (v/v) resuspendiert. Die Zellen wurden direkt

zur Elektroporation eingesetzt.
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2.10.11 Transformation von DNA in kompetente Bakterienstimme

2.10.11.1 Transfer mittels Elektroporation in E. coli Zellen (Dower et al., 1988)

Fur die Transformation von Plasmid-DNA in elektrokompetente E. coli Zellen wurden 40 pl Zellen
und 5 pl entsalzter Ligationsansatz oder 5 pl Plasmid (200-250 ng) eingesetzt. Die Elektroporation
wurde mit Hilfe des Gene Pulser (Biorad, Miinchen) durchgefiihrt. Die Zellen wurden dafir auf Eis
aufgetaut und die DNA anschlielend zugegeben. Nach einer 1minutigen Inkubation der Suspension
auf Eis wurde diese in eine vorgekiihlte Elektroporationskivette (0,2 cm Elektrodenabstand; Peglab,
Erlangen) berfuhrt und die Elektroporation bei 25 pF; 2,5 kV und 200 Q durchgefiihrt. Fiir einen
erfolgreichen Transfer sollte eine Zeitkonstante von 4,6-4,9 und eine Feldstarke von 12,5 kV/cm
erreicht wurden sein. Nach dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und der Ansatz fiir ca. 1 h
bei 37 °C bei 200 rpm inkubiert. Die Suspension wurde nach der Inkubation auf selektive Agarplatten
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.10.11.2 Transfer mittels Chemotransformation in E. coli Zellen

Fur diese Methode der Transformation von DNA wurden chemokompetente E. coli Zellen benutzt.
Hierfur wurde ein Aliquot (200 pl) der Zellen auf Eis aufgetaut und 10 pl Plasmid-DNA bzw.
Ligationsansatz hinzu gegeben. Es schloss sich eine Inkubation von 30 min auf Eis an, worauf ein
Hitzeschock bei 42 °C fiir 1 min erfolgte. Der Ansatz wurde schnell auf Eis abgekuhlt und der
Zellsuspension 800 ml LB-Medium zugegeben. Zur Erh6hung der Effizienz der Transformation und
der weiteren Stressvermeidung der Zellen wurde die Suspension ebenfalls mit 20 ul 20%ige Glukose
und 5ul 2M MgCl, versetzt und der Transformationsansatz 1 h bei 37 °C schuttelnd inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Plattierung des Ansatzes auf selektive LB-Agar-Platten.

2.10.11.3 Transfer mittels Elektroporation in Xcv Zellen

Fur den Transfer von Plasmid-DNA in Xcv Zellen wurden diesen, nach Erhalt ihrer Kompetenz
(2.10.10.3) 50-100 ng Plasmid zugefiihrt und die Suspension gekihlt in eine Elektroporationkiivette
(0,2 cm Elektrodenabstand; Peqlab, Erlangen) (berfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 pF;
12,5 kV und 200 Q unter Verwendung des Gene Pulser (Biorad, Miinchen). AnschlieBend wurde der
Suspension 500 pl NYG-Medium zugegeben und der Ansatz bei 30 °C fur 1-2 h schiittelnd inkubiert.
Die Plattierung erfolgte auf selektiven NYG-Agar-Platten.
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2.10.11.4 Transfer mittels triparentaler Konjugation in Xcv Zellen

Neben dem Transfer durch Elektroporation kdnnen Plasmide auch per triparentaler Konjugation
(Figurski and Helinski, 1979; Ditta et al., 1980; Huguet et al., 1998) in Xcv Zellen eingeflihrt werden.
Hierfur wurden, der entsprechende Xcv-Rezipientenstamm, der E. coli Helferstamm MM294 und der
dazugehorige Donorstamm, welcher das zu transferierende Plasmid enthélt, im Verhéltnis 4:1:1 auf
einer 1 % NYG-Agarplatte auf einer Flache von 1 cm?® miteinander vermischt. Nach einer Inkubation
von 24 h bei 30 °C wurde das Gemisch abgenommen und in 800 pl NYG-Medium resuspendiert und
je 10 pl und 150 pl auf selektiven NYG-Agarplatten ausplattiert. Daraufhin erfolgte eine Inkubation
von 2-3 Tagen bei 30 °C.

2.10.12 DNA-Sequenzierung

Zur Uberprifung einer DNA-Sequenzabfolge wurde ein 7 pul Ansatz, der 0,6 pug DNA und 20 pmol
spezifisches Oligonukleotid enthielt, untersucht. Die Sequenzierreaktion wurde von der Firma Seqlab
(Gottingen) nach dem Prinzip von Sanger et al. (1977) durchgefiihrt. Die erhaltenen Sequenzen
wurden unter Verwendung des Programms Serial Cloner 2.5-Serialbasics bzw. Chromas Lite 2.1
ausgewertet. Das Programm BLAST (basic local alignment search tool) diente zum Vergleich der
DNA-Basenabfolge mit einer DNA-Sequenz-Datenbank (iber das "National Center for

Biotechnological Information™ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.10.13 Generierung von Xcv-Deletionsmutanten

2.10.13.1 Herstellung von Deletionskonstrukten

Die Erzeugung von Deletionskonstrukten erfolgte wie in Abb. 10 schematisch dargestellt. Mittels
spezifischer Oligonukleotide (Tab. 12) wurden jeweils 900-1000 kb lange, den zu deletierenden
Bereich flankierende, Chromosomenbereiche amplifiziert (Fragment L und Fragment R) und
anschlielend mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten. Die PCR-Produkte zur Deletion
von acnB wurden mit Xbal/HindlIll und Hindlll/Apal, zur Deletion von acnA mit Xbal/HindIll und
Hindlll/Apal, die zur Deletion von roaX-roaY, acnA2, und flp mit Xbal/HindlIll und HindlIl/BamHI
und die zur Deletion von roaX-roaY-acnB mit Xbal/Hindlll und Hindll1/Sall geschnitten.

Da jeweils beide Fragmente die Restriktionsschnittstelle fir Hindlll gemeinsam haben, erlauben die so
entstandenen sticky ends eine Ligation der beiden Fragmente L und R. Das so entstandene Fragment
L-R konnte nun in den Vektor pBluescript Il (pBSK) KS (+/-) subkloniert werden, welcher zuvor mit
den entsprechend gleichen Restriktionsenzymen geschnitten wurde (im Fall von Xcv 85-10AacnB mit

Xbal und Apal, Abb. 10).
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Das so entstandene Konstrukt wurde in den Stamm XL1 Blue transformiert und positive
Transformanten konnten durch Verwendung des Tests auf a-Komplementation (Blau-Weil3-Screening;
Sambrook et al., 1989) auf Ampicillin-X-Gal-IPTG-Platten identifiziert werden.

zu deletierendes Gen 1

S

L l PCR R

— —

Xbal HindII HindIII Apal

l Verdau + Ligation

L+R
| HindIlI |
Xbal Apal
Verdau pBSK + Ligation Vektor + Insert
l —_— Verdau pOKI + Ligation Vektor + Insert

Xbal Apal

N7

HindIll

Apal

pBluescript (pBSK)
KS(+/-)

pBSK-Fragment,

pOK I1::acnB

Abb. 10: Schematische Darstellung der Herstellung von Deletionskonstrukten zur Erzeugung von

Xcv-Deletionsmutanten.

Mit spezifischen Oligonukleotiden (als rote Pfeile dargestellt) wurden jeweils 900-1000 kb lange, den zu deletierenden
Bereich flankierende Gensequenzen amplifiziert. Die so entstandenen Fragmente L und R, sowie der pBSK Vektor und der
pOK1 Vektor wurden mit spezifischen Restriktionsendonukleasen (Xbal, Hindlll und Apal, hier im Fall von
Xcv 85-10AacnB gezeigt) geschnitten. AnschlieRend erfolgte eine Ligation der Fragmente an der HindllI-Schnittstelle, sowie
eine Klonierung des Fragmentes L-R in den pBSK Vektor. Nach erfolgter Sequenzierung wurden die Fragmente mit dem
pOK1 Vektor ligiert. Am: Ampicillin; Sc: Spectinomycin.

Um die korrekte Integration des jeweiligen Inserts L-R in den pBSK-Vektor der positiven
Transformanten zu tberprifen, wurde zusatzliche eine Kolonie-PCR mit gen- und vektorspezifischen
Primern (UPRN, RPRN, Tab. 12), sowie eine Restriktion der Plasmide mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen (bei Xcv 85-10AacnB mit Xbal und Apal) durchgefihrt.

Nach Restriktion des Plasmid-Inserts aus dem Vektor wurde der Restriktionsverdau per
Elektrophorese aufgetrennt, aus dem Agarosegel eluiert und gereinigt. Das so gereinigte Produkt
wurde in den, zuvor mit den entsprechend gleichen Enzymen geschnittenen, pOK1-Suizidvektor
kloniert und das Konstrukt in kompetente DHSapir Zellen transformiert. Die Selektion erfolgte auf

Spectinomycin-haltigen LB-Platten. Die erhaltenen Transformanten wurden mit Kolonie-PCR und
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Plasmidrestriktion berprift. Ein positiver Transformant mit korrekter Sequenzabfolge wurde zur
weiteren Herstellung von Deletionsmutanten eingesetzt. Die erhaltenen Konstrukte pOKAacnB,
pOKAacnA, pOKAacnA2, pOKAroaX-roaY-acnB, pOKAroaX-roaY sowie pOKAflp wurden per
triparentaler Konjugation (2.10.11.4) in Xcv 85-10 (bertragen.

2.10.13.2 Deletionsmutagenese in X. campestris pv. vesicatoria durch triparentale
Konjugation

Der Transfer der erstellten pOK-Deletionskonstrukte in Xcv 85-10 erfolgte durch triparentale
Konjugation wie in 2.10.11.4 beschrieben. Das Prinzip der Mutagenese ist in Abb. 11 schematisch
dargestellt. Nach Inkubation des Konjugationsmix fiir 1-2 Tage bei 30 °C wurde der Mix
abgenommen und in 600 pl NYG- Medium resuspendiert und je 10 pl und 150 pl auf NYG-Rif-Spec-
Platten plattiert und fir 2 Tage bei 30 °C inkubiert. Der Suizidvektor pOK1 tragt das Gen fur eine
Levansucrase (sacB) und dessen cis-regulatorischer Sequenz, sowie ein Spectinomycin-Resistenzgen.
Befindet sich Saccharose im Medium wird es durch die Levansucrase zu Levan umgewandelt, welches
sich intrazelluldr anreichert und zum Absterben der Zellen fihrt.

Der Suizidvektor kann aufgrund des oriR6K nicht in Xcv repliziert werden, da hierflr das, in Xcv nicht
vorhandene, Pi Protein bendtigt wird, welches vom pir Gen kodiert wird. Damit der Vektor durch
Zellteilung weitergegeben wird, ist eine Integration ins Genom durch homologe Rekombination
zwischen  Bereichen des eingebrachten Plasmids und homologen Bereichen  des
Rezipientenchromosoms notwendig (1. Rekombinationsereignis, Abb. 11). Durch die Integration des
Plasmids in das Genom von Xcv kénnen nun mit NYG-Agar-Platten (NYG-Rif; NYG-Rif-Spec und
NYG-Rif-Spec-Saccharose (5%, (w/v)) Spectinomycin-resistente (Sc®) und Saccharose-sensitive
(Suc®) Konjuganden selektiert werden. Die Saccharose-sensitiven Kolonien wurden zur weiteren
Analyse von der NYG-Rif-Platte abgenommen. Da hier durch Fehlen von Sc® und Saccharose kein
Seletionsdruck vorlag, bestand eine erhthte Wahrscheinlichkeit der Excision des pOK-Konstruktes
aus dem Genom von Xcv durch ein 2. Rekombinationsereignis. Die zuvor erwéhnten Kolonien wurden
in 1 ml NYG-Medium zusammengebracht und 100 ul einer 10 - und 10 Verdiinnung auf NYG-Rif-
Saccharose-Platten plattiert und diese fur 2-3 Tage bei 30 °C inkubiert. Die erhaltenen Kolonien
wurden anschlieend erneut mit Hilfe von Selektionsplatten untersucht. Durch die verschiedenen
Maoglichkeiten des Rekombinationsereignisses, wie es in Abb. 11 dargestellt ist, lag entweder der
chromosomale Zustand des urspriinglichen Xcv-Stammes (Abb. 11, Rekombinationsereignis A) oder
die gewiinschte Gendeletion im Genom (Abb. 11, Rekombinationsereignis B) vor. Zur Uberpriifung
der Deletion wurden Spectinomycin-sensitive (Sc®) und Saccharose-resistente (Suc®) Kolonien zur

Kolonie-PCR mit genspezifischen Primern eingesetzt.
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Abb. 11: Schematische Darstellung der Deletion von Genen in Xcv durch homologe Rekombination
mit Hilfe des pOK1 Vektors am Beispiel der Deletion von achB

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der Deletionsmutagenese mit Hilfe des pOK1 Vektors, der hier das
Fragment L-R zur Deletion im Beispiel von acnB trdgt (pOKAacnB). Durch ein 1. Rekombinationsereignis zwischen
homologen Bereichen des Vektors und des Genoms kommt es zur Integration des Konstruktes in das Genom von Xcv. Die so
erhaltenen Konjuganden zeichnen sich durch eine Sc-Resistenz und eine Suc-Sensitivitdt aus. Es schlieit sich ein
2. Rekombinationsereignis zwischen homologen Bereichen an, welches zur Excision des pOK-Konstruktes mit dem
entsprechenden Insert flihrt. Dadurch liegt anschlieRend entweder Wildtyp (A) oder die gewiinschte Deletion (hier acnB) (B)
im Genom von Xcv vor. Erhaltene Konjuganden mit der gewinschten Deletion im Genom zeichnen sich nun durch eine Suc-
Resistenz und eine Sc-Sensitivitit aus. Das sacB Gen kodiert die Levansucrase. Suc®, Saccharose-sensitiv; Suc®, Saccharose-
resistent; Sc°, Spectinomycin-sensitiv; Sc®, Spectinomycin-resistent. (modifiziert nach Diplomarbeit Steve Schulz, MLU
Halle, Institut fir Genetik, 2008).

Durch diese beschriebene Deletionsmutagenese entstanden die Xcv-Deletionsmutanten 85-10AacnB,
85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AroaX-roaY, 85-10AroaX-roaY-acnB und 85-10Aflp.

Die Tab. 5 zeigt den Anfang bzw. das Ende der jeweiligen Deletion der einzelnen Genbereiche der
verschiedenen Xcv-Deletionsmutanten. Angeben sind die Bereiche, die die Deletion umfassen in bp
upstream des Translationsinitiationscodons  (Startcodon), sowie bp downstream des

Terminationscodons (Stopcodon).
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Tab. 5: Angabe der Deletionsanfange upstream des Translations-Initiationscodons und
Deletionsenden downstream des Terminationscodons des jeweiligen Gens bzw. Genbereiche der Xcv-
Deletionsmutanten

Deletion in Xcv 85-10 upstream des Translations- downstream des Termina-
initiationscodons tionscodons
acnB 1bp 3 bp
roaX-roaY-acnB 5bp 3bp
roaX-roaY 5bp 10 bp
achA 2bp 1bp
acnA2 3bp 1bp
flp 6 bp 2 bp

2.10.13.3 Herstellung von acn-Doppelmutanten

Zur Untersuchung von Doppeldeletionen der Aconitasegene wurde das pOK-Deletionskonstrukte
pOKAacnA2 durch triparentale Konjugation in die Einzelmutanten (Xcv 85-10AacnA und
Xcv  85-10AacnB) gebracht. Die fur triparentale Konjugation verwendeten Donor- und
Rezipientenstdmme zur Erzeugung von Doppelmutanten sind in Tab. 6 gezeigt.

Tab. 6: Zur triparentalen Konjugation verwendete Donor-und Rezipientenstdmme zur Erzeugung
von Xcv-Doppelmutanten

Deletionsmutante Donor Rezipient
Xcv 85-10AacnA2-acnA DH5apir/pOK::acnA2 Xcv 85-10AacnA
Xcv 85-10AacnA2-acnB DH5apir/pOK::acnA2 Xcv 85-10AacnB

Die triparentale Konjugation wurde in allen Féllen wie unter 2.10.11.4 beschrieben durchgefuhrt und

die entsprechende Deletion durch Kolonie-PCR uberprift (Oligonukleotide; Tab. 12, Anhang).

2.10.14 Konstruktion von Plasmiden zur Komplementation von Deletionen
in Xcv

Um zu untersuchen, ob die Auswirkungen der Deletionen im Stamm Xcv 85-10 tatsdchlich auf die
herbeigefiihrten Deletionen zurlickzufiihren sind, wurden Komplementationskonstrukte erstellt und in
die jeweiligen Deletionsmutanten transferiert. Hierfir wurden die einzelnen Gene mit genomischer
DNA aus Xcv 85-10 amplifiziert (Oligonukloide, Tab. 12 im Anhang) und in verschiedene Vektoren
kloniert. Die PCR-Produkte wurden mit Xbal/BamHI zur Komplementation von acnB, Hindll1/Xbal

im Fall von roaX-roaY-acnB, roaX-roaY, roaX, flp und acnA2 und EcoRI/Xbal im Fall von roaY
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geschnitten und in die Xbal/BamHI,. Hindlll/Xbal bzw. EcoRI/Xbal Schnittstellen des pLAFR6-
Vektors ligiert und die Konstrukte in XL1 Blue E.coli Stamme transformiert. Die so erhaltenen
Plasmide pL6acnB, pL6roaX-roaY- acnB, pL6roaX-roaY, pL6roaX, pL6roaY, pL6acnA2 und pL6flp
(konstruiert von Fr. LindenstrauB) wurden in die Deletionsmutanten 85-10AacnB, 85-10AroaX-roaY-
acnB, 85-10AroaX-roaY (Wesolowska, 2012), 85-10AacnA2 und 85-10Aflp (Hoppe, 2011) konjugiert
oder nach Erstellung von elektrokompetenten Stdmmen der Mutanten (2.10.10.3) diese durch
Elektroporation Uibertragen. Neben pLAFR6 wurden acnB, acnA und acnA2 auch in den Golden-Gate-
kompatiblen pBRM Vektor durch entsprechende Bsal Schnittstellen gebracht, wodurch die
Genprodukte einen C-terminalen Myc-Tag erhielten (Szczesny et al., 2010).

2.11 Proteinbiochemische Methoden

2.11.1 Zellanzucht, Zellaufschluss und Gewinnung des Rohextraktes

Die Anzucht von Xcv Stdmmen erfolgte in 200 ml NYG- oder MA-Medium mit Rifampicin und
entsprechend anderen stamm-bzw. plasmidabhangigen, selektiven Antibiotika. Zur Anzucht von
E. coli Stammen wurde dagegen LB-Medium verwendet. Mit einer Ubernachtkultur wurde eine
200 ml Hauptkultur mit einer ODgy vVon 0,1 angeimpft und bei 37 °C (E. coli) bzw. 30 °C (Xcv) und
200 rpm bis zu einer gewiinschten ODgo (exponentielle Phase ODgy = 0,8-1,0; stationdre Phase
ODggo = 1,8-2,0) inkubiert. Die Kulturen wurden bei 4 °C und 5000 rpm fiir 30 min geerntet und direkt
um Zellaufschluss eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.Das Zellpellet wurde in 1-2 ml 100 mM
Tris/HCI  Puffer, pH 8,0 resuspendiert und mit 2pul DNAsel (10ouU/ul), 1 pl
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 1 mg Lysozym versetzt und bei 37 °C fir 30 min inkubiert.
Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall (SONOPLUS Ultraschall-Homogenisator Bandelin,
Berlin), wofur folgende Parameter gewahlt wurden: Sonotrodentyp KE76, 30 Watt, 3 Zyklen a 2 min,
Beschallung in 0,5 s Intervallen.

Die Suspension wurde in 2,5 ml Eppendorfgefale berfiihrt und die Zelltrimmer bei 15000 rpm
(Hermle Z160M (Hermle, Wehingen)) und 4 °C fir 45 min von dem Zellextrakt getrennt. Das

Zellextrakt wurde in ein neues Gefalt tberfihrt und bei -20 °C aufbewahrt.

2.11.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (Lowry et al., 1951)

Es wurden 10 pl einer Proteinlésung mit 90 pl 100 mM Tris/HCI, pH 8,0 in einem Eppendorfgefal
zusammengebracht, mit 1 ml Lésung C versetzt und 10 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde
150 pl Lésung D zugegeben und der Ansatz durch mehrmaliges Invertieren des Tubes gemischt. Nach
einer 30minutigen Inkubation bei RT im Dunkeln erfolgte die Messung der Extinktion bei 750 nm
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(Uvikon 900, Kontron Instruments, Rossdorf). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde
parallel eine lineare Eichgerade mit BSA (Gerbu, Heidelberg) in einem Mengenbereich von 5-60 pg

durchgefihrt.

Lésung A Na,COs (W/V) 2%
Natriumtartrat (w/v) 0,5%
NaOH 1N

Lésung B CuSQ4 x 5H,0 (wiv) 0,1 %

Losung C Losung A (v/v) : Lésung B (v/v) 9:1

Lésung D Folin-Ciocalteau’s Phenol Reagenz 50 %

(Fluka, Steinheim) (v/v)

2.11.3 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Untersuchung von Proteinen wurden diese in 10%igen SDS-Polyacrylamidgele (Laemmli, 1970)
ihrer molekularen Masse entsprechend aufgetrennt. Nach initialer Denaturierung mit 0,5 Vol 5 x SDS
Probenpuffer (10 min, 95 °C) erfolgte die Auftrennung in vertikalen Minigel Apparaturen (Biorad,
Minchen). Das Sammel- und Trenngel wurde wie in Tab. 7 angegeben, vorbereitet.

Tab. 7.: Komponenten eines SDS-Gels und verwendete Puffer

Sammelgel 5 % (w/v) Acrylamid (37,5:1)
125 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS

Trenngel 10 % (w/v) Acrylamid (37,5:1)
376 mM Tris/HCI, pH 8,8
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED

5 x SDS-Probenpuffer 315 mM Tris/HCI, pH 6,8
10 % (w/v) SDS
50 % Glycerin
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
25 % (v/v) S- Mercaptoethanol

Die Elektrophorese erfolgte bei 12,5 mA, beim Erreichen des Trenngels 25 mA je SDS-Gel unter

Verwendung von 1x SDS-Laufpuffer. Als GrolRenstandard wurde der PageRuler Prestained Protein
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Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) (Abb. 12) eingesetzt. Es wurden jeweils 40-80 pg Protein

eingesetzt.

kDa
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-~130-

—~100—
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—~35 —| ..
B e

Gel e Blot

Abb. 12: PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot).
Das Bild représentiert den Marker bei der Auftrennung in 4-20 % SDS-Page und anschlieBendem Transfer auf eine
Membran.

2.11.4 Western-Blot-Analyse

Zur Detektion von Proteinen mittels spezifischen Antikdrpern wurden diese nach der
elektrophoretischen Auftrennung mit Hilfe einer semi dry Fastblot B34-Apparatur (Biometra,
Gottingen) auf spezielle Membranen (Gberfuhrt. Im Fall der Aconitasen wurden hierfr
Nitrocellulosemembranen (Machery & Nagel, Diiren) und zum Nachweis von Proteinen mit
C-terminalem myc-Tag Parablot PVDF-Membranen (Machery&Nagel, Diren) verwendet. Die Gele,
zugeschnittene Whatmanpapiere (Schleicher & Schiill, Dassel) sowie die Nitrocellulosemembranen
wurden fiir 10 min in Towbin-Puffer geschwenkt. Im Fall der Proteine mit C-terminalen myc-Tag
wurde die PVDF-Membran fiir 3-5 Sekunden in 80-100%igen Methanol aktiviert, mit H,Op;igest geSPUIt
und anschliefend mit dem SDS-Gel und dem Whatmanpapier fir 10 min in Transferpuffer
geschwenkt.

AnschlieBend wurde von der Anode aus folgende Schichtung luftblasenfrei vorgenommen 3 Lagen
Towbin bzw. Transfer-Puffer-getranktes Whatman-Papier, Nitrocellulosemembran, Polyacrylamidgel,
3 Lagen getranktes Whatman-Papier. Der Transfer erfolgte fir 90 min und 1,2 mA pro cm?

Membranflache.
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Towbin-Puffer: 25 mM Tris
0,015 M Glycin
20 % (v/v) Methanol

Transfer-Puffer: 25 mM Tris
0,192 M Glycin
20 % (v/v) Methanol
pH 8,3

2.11.5 Proteindetektion mittels ECL-Reaktion (Enhanced Chemiluminescence)

Nach dem Transfer der Proteine erfolgte eine Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen fur
Antikdrper auf den Membranen. Dies erfolgte mit 1 x PBS-Puffer (4 mM KH,PO,; 16 mM Na,HPOy;
115 mM NaCl) und 5% (w/v) Magermilchpulver (Sucofin, Zeven) und im Fall von PVDF-
Membranen mit dem Zusatz von 3 % (w/v) BSA. Anschlielend wurde die Membran 3 x 5 min mit 1 x
PBS mit 0,1 % (v/v) Tween 20 gewaschen. Danach schloss sich eine Inkubation mit einem primaren
proteinspezifischen Antikorper (a-AcnA, 1:5000; a-AcnB, 1:10000 in 1 x PBS + 1,5 % BSA; Jeffrey
Green) bzw. Antikorper-Konjugat (Anti-C-myc-Peroxidase 1:1000 in 1 x PBS mit 0,1 % Tween 20 +
1,5 % (w/v) BSA; Roche Diagnostics, Mannheim) im Fall der PVDF-Membranen (ber Nacht bei 4 °C
an. Um anschliefend nichtgebundene Antikorper von der Membran zu entfernen, wurden diese
wiederum 3 x 5 min mit 1 x PBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen. Nach den Waschschritten konnte die
PVDF-Membran, welche lediglich mit einem Antikdrper-Konjugat behandelt wurde, direkt zur
Detektion eingesetzt werden. Die Nitrocellulosemembranen dagegen wurden anschliefend fir 1 h mit
einem 1 x PBS verdiinnten Antikorper-Konjugat (goat anti-rabbit 19G (H+L)-HRP-Konjugat; 1:5000
in 1 x PBS+1,5 % (w/v) BSA; Biorad, Munchen) inkubiert. Durch die, an den (H+L) HRP- und Anti-
C-myc-Konjugat befindliche Meeretttichperoxidase erfolgte die Detektion der Proteine indirekt durch
die Oxidation von Luminol in Anwesenheit von H,O, zu einem lichtemittierenden Produkt. Fir die
Reaktion wurden Loésung A (100 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 % (v/v) 250 mM Luminol (Fluka,
Steinheim) in DMSO; 0,5 % (w/v) 90 mM p-Coumarséure (Fluka, Steinheim) in DMSO) und Lésung
B (100 mM Tris/HCI; pH 8,0; 0,018 % (v/v) H,O,) im Dunkeln miteinander vermischt und die
Membran fir 1 min darin geschwenkt. Nach luftblasenfreier Uberfiihrung der Membran in eine
Plastikfolie wurde je nach erwarteten Detektionssignal ein Rontgenfilm  (Lumi-Film
Chemiluminescent Detection Film, Roche Diagnostics, Mannheim) exponiert. Der Film wurde fir 3-5
min in der Entwicklerlosung (Calbe Fotochemie, Calbe) geschwenkt, anschlieend in Wasser

gewaschen und zuletzt in die Fixierldsung gegeben (Calbe Fotochemie, Calbe).
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2.12 Gerate

In den zuvor beschriebenen Abschnitten wurden einige Gerate und deren Hersteller

angegeben. Weiterhin wurden folgende Geréate verwendet:

Thermoblock
Laborwippen
Magnetriihrer
Laminarbox
Photometer
Inkubationsschiittler

Waagen

Zentrifugen

Trio-Thermoblock , Nr. 9511386 (Biometra, Gottingen)
Rocking Platform (Biometra, Gottingen)

Magnetmix 2070 (Roth, Karlsruhe)

LF MRF 06.12 GS (Steag, Pfullingen)

Spekol 1200 (Carl Zeiss Technology, Jena

TS1 Thermoshaker (Biometra, Géttingen)

Infors HT TR-250 (Infors AG, Bottmingen)

Power Supply EV243 (Peglab, Erlangen)

572 (Kern & Sohn, Balingen-Frommern)

EK-1200 (A&D, Japan)

Feinwaage FX-200 (A&D, Japan)

Sorvall RC6 Plus (SLA-3000, SS34, F10S, Dupont Instruments, USA)
Hettich Universal 30 RF (Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen)
Eppendorf -Zentrifuge, Hermle Z160M (Hermle, Wehingen)
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3 Ergebnisse

3.1 Die Anordnung der Gene roaX-roaY und acnB ist bei Vertretern der

Familie Xanthomonadaceae konserviert
Aufgrund der Organisation des acn-Genclusters in Xcv, kann vermutet werden, dass achB mit den
Genen roaX und roaY kotranskribiert wird und diese Gene nur eine Promotorstruktur besitzen. Eine
Analyse von Genprodukten, welche Ahnlichkeiten zu AcnB, RoaX, RoaY and AcnA aufwiesen, zeigte
eine konservierte Anordnung der kodierenden Gene in Vertretern der Familie der Xanthomonadaceae.
Die Abb. 13 zeigt eine schematische Anordnung der Gene acnA, roaX, roaY und acnB in
verschiedenen Xanthomonas Spezies, einigen anderen Vertretern der Familie Xanthomonadaceae und
in E. coli.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria —— e
Xanthomonas campestris pv. campestris ——— oy

Xanthomonas oryzae pv. oryzae —m

Xanthomonas vasicola e — >
m roaX

Xanthomonas fuscans —m
. mroa¥

Xanthomonas albilineans —<C e D
m acnB

Xanthomonas gardneri —C—— s

o —l— =

Xylella fastidiosa
Stenotrophomonas maltophilia — < e —

Escherichia coli

Abb. 13: Schematischer Uberblick des acnA-roaX-roaY-acnB Locus in einigen Mitgliedern der

Familie der Xanthomonadaceae und E. coli.

Die Abbildung zeigt schematisch die Organisation der acnA und acnB Gene zusammen mit roaX und roaY in einigen
Vertretern der Familie Xanthomonadaceae. Die Gene roaX und roaY aus Xcv kodieren putative Proteine mit unbekannter
Funktion. Zum Vergleich wurden auch die acnA- und acnB Gene von E. coli gezeigt, wobei dieses Bakterium keine acnA-
und acnB-benachbarten Gene besitzt, deren Produkte Ahnlichkeiten zu roaX- und roaY aus Xcv aufweisen (weife Pfeile). Die
Schrégstriche im Schema des E. coli Genoms stellen eine, voneinander entfernte Lokalisation der Gene im Genom dar. Die
Accession Nr. der Stdmme sind wie folgt: Xcv 85-10, AM039952; X. campestris pv. campestris str. 8004, CP000050; X.
oryzae pv. oryzae str. KACC10331, AE13598; X. axonopodis pv. citri str. 306, AE008923; X. albilineans str. GPE PC73,
FP565176; X. gardneri ATCC 19865, AEQX00000000 inkomplette Annotion (Potnis et al., 2001); Xylella fastidiosa str. M-
23, CP000941; Stenotrophomonas maltophilia str. K279a, AM743169; E.coli, CP001509.

Die dargestellten Pfeile reprasentieren schematisch Gene, deren Produkte Ahnlichkeiten zu AcnA

(grin), AcnB (pink), RoaX (blau) oder RoaY (schwarz) aus Xcv aufweisen. Unter den gezeigten
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Mitgliedern der Xanthomonadaceae ist eine ahnliche Anordnung von Gene zu finden, deren Produkte
Ahnlichkeiten zu AcnA, RoaX, RoaY und AcnB aufweisen. Im Genom von Xanthomonas fuscans ist
jedoch kein Gen dessen Produkt Ahnlichkeit zu RoaY aus Xcv in einem acn-Cluster zu finden. Auch
bei Xylella fastidiosa und Stenotrophomonas maltophilia liegt eine dhnliche Genanordnung im Genom
vor. Wahrend X. fastidiosa ein phytopathogenes Bakterium ist und Krankheiten bei Zitrone und
Weintrauben verursacht, lebt S. maltophilia symbiontisch in Pflanzen und stellt aber auch ein
opportunistisches, nosokomiales Pathogen dar (Cobine et al., 2013) (Alavi et al., 2013). Diese
Genanordnung ist bei anderen Gammaproteobakterien, wie beispielsweise E. coli, nicht zu finden. Die
Konservierung des acn-Genclusters in der Gattung Xanthomonas und anderen Mitgliedern der
Xanthomonadaceae lasst somit vermuten, dass die Gene roaX, roa¥Y und acnB, gerade bei
phytopathogenen Bakterien kotranskribiert werden und deren Genprodukte eine funktionelle

Gemeinsamkeit besitzen kdnnten.

3.2 Die Gene roaX, roaY und acnB werden kotranskribiert

Mit Hilfe von RT-PCR mit vorangegangener cDNA-Synthese sollte tberprift werden, ob roaX, roaY
und acnB kotranskribiert werden und ein Operon bilden (Abb. 14).

A
acnA roaX roaY acnB
a—
> <€
B

1 2 3 4 5
1,1 kb
0,8 kb

Abb. 14: Nachweis der Kotranskription der Gene roaX, roaY und acnB, in Xcv 85-10.

Analyse der Kotranskription der Gene roaX-roaY-acnB in Xcv mit Hilfe von RT-PCR. (A) Zeigt eine schematische
Darstellung der Anordnung der Gene acnA, roaX, roaY und acnB, sowie die Bindestellen der roaY- bzw. acnB-spezifischen
Primern. Hierfur wurde Gesamt-RNA aus Xcv 85-10 isoliert und zur spezifischen cDNA Synthese eingesetzt. (B)
Auftrennung der PCR-Produkte in einem 1%igen Agarosegel nach Amplifizierung mit den Primern f-segacnB und r-seq3565
(Tab. 12; Anhang). Spur 1: A-Pst-Marker; Spur2: PCR mit cDNA,; Spur 3: PCR mit H,Opigest; Spur 4: PCR mit Gesamt-RNA;
Spur 5: PCR mit genomischer DNA aus Xcv 85-10 als template.
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Nach der Isolierung von Gesamt-RNA aus Xcv-Wildtyp 85-10 wurde diese zur spezifischen Synthese
von cDNA mit dem Oligonukleotid r-acnB-RT verwendet. Die synthetisierte cDNA wurde
anschlieBend als template in einer nachfolgenden PCR mit den Primern r-seqacnB und f-seq3565
(Tab. 12; Anhang) eingesetzt. Die Abb. 14 zeigt das Ergebnis der durchgefiihrten RT-PCR. In der
Spur 2 mit cDNA als template lasst sich ein eindeutiges Amplifikat mit einer GréfRe von ca. 800 bp
erkennen, welches dem Kontrollprodukt der PCR mit genomischer DNA aus Xcv 85-10 entspricht
(Spur 5). Die durchgefuhrten Kontroll-PCR mit H,Opigest (Spur 3) und Gesamt-RNA als template
flhrten zu keinem Produkt. Zur Kontrolle des Experiments wurde die cDNA der einzelnen Stdmme
auch zur Amplifizierung mit 16S rDNA-spezifischen Primern eingesetzt, wobei jeweils ein
spezifisches Produkt detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass roaX, roaY und acnB kotranskribiert wurden, diese Gene einem
gemeinsamen Operon angehtéren und dass eine mdogliche funktionelle Gemeinsamkeit der
Genprodukte besteht. Diese Ergebnisse werden auch von einer Studie von Schmidtke et al. (2012)
gestutzt, wobei durch 454 Sequenzierungen nur eine Transkriptions-Initiations-Stelle stromaufwaérts
von roaX gefunden werden konnte. Dies spricht dafiir, dass die Transkription von acnB auch an dieser

Position initiiert wird.

3.3 AcnB wird sowohl in der exponentiellen als auch in der stationaren
Wachstumsphase synthetisiert

Die Mengen an AcnB in Xcv-Zellen wurden in der exponentiellen und der stationdren
Wachstumsphase mit Hilfe von Western-Blot-Analysen untersucht. Das AcnB Protein aus Xcv 85-10
(AcnByg,) besitzt eine 72%ige Identitit, sowie eine Ahnlichkeit von 84 % in der Aminoséuresequenz
zu AcnB aus E. coli (AcnBg. i ). Der Einsatz von spezifischen Antikdrpern gegen AcnBe. )i zeigte in
Xcv-Zellextrakten eine Kreuzreaktivitdt mit einem Polypeptid mit einer molekularen Masse von ca. 99
kDa (Abb. 15 A). Diese kreuzreagierende Proteinbande konnte jedoch nicht in Extrakten der
Deletionsmutanten Xcv 85-10AacnB und Xcv 85-10AroaX-roaY-acnB detektiert werden. Somit
entspricht die kreuzreagierende Proteinbande dem AcnB Protein aus Xcv 85-10. Obwohl AcnByg, eine
theoretische, molekulare Masse von 92,659 kDa besitzt, ist durch Untersuchungen von Aconitasen
anderer Bakterien Spezies bekannt, dass Aconitase B-Proteine im SDS-Gel ein, ihrer GroRe,
abweichendes Laufverhalten aufweisen (Bradbury et al., 1996).

Die Abb. 15 A zeigt, dass AcnB auch in der stationdren Wachstumsphase nachzuweisen war. Die

Intensitat der Bande war etwa 2-fach hoher als in der exponentiellen Phase.
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85-10 85-10AacnB 85-10AroaX-
roaY-acnB
exp. stat. exp. stat.  exp. stat.
(A) [ — | «<— AcnB
95 kDa — R
(B) 72 kDa—

Abb. 15: Analyse der Mengen des AcnB Proteins in verschiedenen Wachstumsphasen der Xcv-
Stadmme 85-10, 85-10AacnB und 85-10AroaX-roaY-acnB.

Western-Blot-Analyse mit Extrakten der exponentiellen und stationdren Wachstumsphase der Xcv-Stdmme 85-10,
85-10AacnB und 85-10AroaX-roaY-acnB. Es wurden jeweils 25 pg Protein in einem 8 % SDS-Gel aufgetrennt, auf
Nitrocellulose transferiert und mit Antikdrper gegen AcnB aus E. coli (1:10000) inkubiert. (A): AcnB Protein; (B):
unspezifisches, kreuzreagierendes Protein, welches als Ladungskontrolle dient; Marker: Prestained Page Ruler Protein
Marker. exp.=exponentielle Wachstumsphase; stat.= stationdre Wachstumsphase

Weiterhin konnte ein zweites kreuzreagierendes Protein in den Extrakten von Xcv 85-10 mit einer
molekularen Masse von ca. 90 kDa detektiert werden (Abb. 15 A), wobei es sich mdglicherweise um
ein Abbauprodukt des AcnB-Proteins handelt. Die schwache, kreuzreagierende Bande im Extrakt der
stationaren Phase der Xcv-Mutante 85-10AacnB, die eine ahnliche GrolRe wie AcnB aufweist, konnte
nicht identifiziert werden. Da diese Bande nicht in Extrakten der Mutante 85-10AroaX-roaY-acnB
detektiert werden konnte, wird die Synthese dieses Proteins eventuell direkt oder indirekt von RoaX
oder RoaY beeinflusst. Die Intensitdt der Banden des unspezifischen, kreuzreagierenden Proteins
(Abb. 15 B) mit einer molekularen Masse von ca. 70 kDa zeigte, dass in jeder Spur gleiche

Proteinmengen aufgetragen wurden.

3.4  Einfluss von AcnB auf das Wachstum von Xcv in planta

Zur Untersuchung des Einflusses einer Deletion von acnB auf das Wachstum von Xcv 85-10 in planta,
wurde das Wachstum der Xcv-Mutanten 85-10AacnB und 85-10AroaX-roaY-acnB mit dem des
Wildtypstammes verglichen (2.6.2). Als Kontrolle diente der Stamm 85*AhrcN, welcher die ATPase
HrcN des Typlll-Sekretionssystems nicht synthetisieren kann und sich durch verringertes Wachstum
in planta auszeichnet (Lorenz and Buttner, 2009). Die Abb. 16 zeigt das Wachstum der Stdmme. Es ist
deutlich zu erkennen, dass beide acnB Deletionsmutanten ein deutlich verringertes Wachstum
gegenuber dem Wildtyp 85-10 aufweisen. Dies deutet darauf hin, dass AcnB notwendig fir ein

optimales Wachstum von Xcv in planta ist.
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Abb. 16: Wachstumsanalyse in planta der Xcv-Deletionsmutanten 85-10AroaX-roaY-acnB und
85-10AacnB im Vergleich zum Wildtypstamm 85-10.

Die Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnB, 85-10AroaX-roaY-acnB und 85*AhrcN wurden mit 10 mM MgCl, auf eine ODgyo VON
5 x 10* cfu/ml eingestellt und in Blétter gleicher GroBe von 3 verschiedenen Paprikapflanzen infiltriert. Das Wachstum der
Stdmme wurde 8 Tage verfolgt und dokumentiert. Aus den erhaltenen Werten wurde der Mittelwert gebildet und die
Standardabweichung berechnet und eingezeichnet.

Um zu untersuchen, ob das reduzierte Wachstum tatsdchlich auf die Deletion von acnB
zuriickzufihren ist, wurde das Wachstum der Mutante nach der Einfuhrung des acnB Gens auf dem
Konstrukt pL6acnB erneut getestet (hier nur fur 85-10AacnB gezeigt). Da im Laufe dieser
Experimente beobachtet wurde, dass Stamme die ein pLAFR6-Konstrukt trugen, ein leicht
verringertes Wachstum aufwiesen, wurden die Kontrollstimme Xcv 85-10/pLAFR6 und
Xcv 85-10AacnB/pLAFR6 hergestellt und ebenfalls fur die Wachstumsanalyse verwendet. Die
Ergebnisse der Wachstumsanalysen in planta sind in Abb. 17 zu sehen.

Wihrend dieses Experiments konnte beobachtet werden, dass die Xcv acnB-Deletionsmutante mit
zusétzlichen pLAFR6 Leerplasmid (85-10AacnB/pLAFR6) ein stirker reduziertes Wachstum als die
eigentliche Deletionsmutante ohne Plasmid aufwies, &hnlich dem Xcv-Stamm 85*AhrcN. Der
Wildtypstamm 85-10 mit zusétzlichen pLAFR6 (85-10/pLAFR6) wies ein leicht reduzierteres
Wachstum im Vergleich zu 85-10 auf. Wie Abb. 17 verdeutlicht, konnte dieses Wachstum (log
cfulem?® = 80) am 7. Tag nach der Inokulation vom Xcv Komplementationsstamm
85-10AacnB/pL6acnB ebenfalls erreicht werden. Demnach fiihrte die Synthese des plasmidkodierten

AcnB zu einem &hnlichen Wachstum wie im Fall des Xcv-Stammes 85-10/pLAFR6.
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Abb. 17: Wachstumsanalyse der Xcv-Deletionsmutante 85-10AacnB/pLAFR6 und des
Komplementationsstammes 85-10AacnB/pL6acnB im Vergleich zu den Xcv-Stammen 85-10 und

85-10/pLAFR6 in planta.

Das Wachstum der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnB, 85*AhrcN, 85-10/pLAFR6, 85-10AacnB/pL6acnB und
85-10AacnB/pLAFR6 wurden fiir 7 Tage analysiert und dokumentiert. Es wurden voll entwickelte Blatter von 5-6 Wochen
alten Paprikapflanzen (Kultivar ECW) infiltriert. Die dargestellten Werte reprasentieren den Mittelwert von drei Proben,
welche aus drei verschiedenen Pflanzen enthommen wurden. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet. Das Experiment
wurde dreimal durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Fehlen von AcnB zu einer Reduktion des Wachstums in planta fiihrte
und dass durch das Einbringen von acnB in trans in den Xcv Stamm 85-10AacnB der Wachstums-
Phanotyp des Wildtyps erreicht wurde. Es ist festzuhalten, dass AcnB eine wichtig Rolle flr das

optimale Wachstum von Xcv in Paprikapflanzen spielt.

3.5 Eine Deletion von acnB in Xcv fihrt zu verringerter HR in
resistenten und verringerter Bildung von Krankheitssymptomen in
suszeptiblen Pflanzen

Die Xcv-Deletionsmutanten 85-10AacnB und 85-10AroaX-roaY-acnB wurden neben dem Wachstum

in planta auch hingehend der Fahigkeit eine hypersensitive Reaktion bei resistenten Pflanzen (Kultivar

ECW-10R) und Symptome der bakteriellen Fleckenkrankheit in Form von wéssrigen L&sionen bei

suszeptiblen Pflanzen (Kultivar ECW) zubilden. Hierfir wurden Infiltrationsassays, wie unter 2.7

beschrieben, durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde 10 mM MgCl, infiltriert, welches weder zur

Ausbildung von wassrigen L&sionen noch zur Bildung einer HR fiihrte (nicht gezeigt). Die Abb. 18

zeigt die Ergebnisse der Infiltrationsassays.
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A 85-10 85-10AacnB 85-10AroaX-roaY- 85-10  85-10AacnB 85-10AroaX-roaY-
acnB acnB

0Dy =0,2
hypersensitive Reaktion; wissrige Lisionen;
ECW-10R 0D = 0,04 ECW
1 dpi 5 dpi
0D, = 0,02
B

85-10AacnB/pLé6acnB

ECW-10R; 2 dpi
ODb=0,1

Abb. 18: Vergleich der Bildung von hypersensitiven Reaktionen und Krankheitssymptomen
zwischen 85-10 und acnB Deletionsmutanten.

Die Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnB, 85-10AroaX-roaY-acnB und 85-10AacnB/pL6acnB wurden an gegeniberliegenden
Positionen des Blattes infiltriert. Die gezeigten Blattflaichen wurden mit den angegebenen Bakteriendichten inokuliert (A)
Gezeigt ist die Bildung einer HR nach Infiltration der Stdmme 85-10, 85-10AacnB und 85-10AroaX-roaY-acnB; 1 dpi (ECW-
10R) bzw. die Bildung von wassrigen L&sionen; 5 dpi (ECW).(B) Ausbildung der HR (2 dpi) und Krankheitssymptomen als
wassrige Lasionen (5 dpi) der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnB und des Komplementationsstammes 85-10AacnB/pL6acnB.
Die Dokumentation erfolgte von der Blattunterseite. dpi= days post infiltration

Die Abb. 18 A zeigt, dass die Infiltration beider acnB Deletionsmutanten, sowohl zu einer reduzierten
HR bei ECW-10R Pflanzen, als auch zu einer verringerten Ausbildung von wéssrigen L&sionen bei
ECW Pflanzen fiihrte. Diese Effekte waren besonders deutlich bei der Infiltration einer
Bakteriendichte ODgyy von 0,2 zu verzeichnen. Somit hat die Deletion von acnB einen reduzierten
Phénotyp in resistenten und suszeptiblen Pflanzen zur Folge. Dieses Ergebnis wurde auch durch die
Analyse des Xcv Komplementationsstammes 85-10AacnB/pL6acnB bestatigt (Abb. 18 B), da das
Konstrukt pL6acnB in der acnB Mutante zur Wiederherstellung der Fahigkeit einer Ausbildung der
HR bzw. wéssrigen Lésionen, wie im Wildtypstamm, flihrte. Das AcnB Protein scheint demnach eine
Rolle bei der Etablierung einer HR und Krankheitssymptome zu besitzen, ist aber moglicherweise auf
das gezeigte verzOgerte Wachstum der acnB Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in planta
zurtickzufihren.
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3.6 Infiltration von Xcv 85-10 fuhrt zur Freisetzung von ROS in planta

Aconitase B Enzyme verfiigen Uber ein [4Fe-4S]-Cluster, welches sensitiv gegeniiber oxidativem
Stress ist. Da eine Deletion von acnB in Xcv 85-10 zu einem reduzierten Wachstum in planta fuhrt,
scheint AcnB wahrend der Besiedlung der Wirtspflanze, aufgrund seines Fe-S-Clusters, an der
Sensierung von verénderten Umweltbedingungen in planta beteiligt zu sein. Diese kdnnen neben
Substraten, Eisen und Sauerstoff auch das Vorhandensein von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species; ROS) sein. Da postuliert wird, dass es bei der Infiltration von Xcv 85-10 in
Paprikablattern zur Freisetzung von ROS als Bestandteil der pflanzlichen Abwehr kommt, sollte diese
These mit Hilfe des Chromogens Diaminobenzidin (DAB) uberprift werden. Die Infiltration, Farbung
und Entfarbung der Bléatter erfolgte wie unter 2.8 beschrieben. Ein DAB-gefarbtes Blatt nach
Infiltration mit Xcv 85-10 mit verschiedenen optischen Dichten der Bakterienkultur (0,01; 0,04; 0,1;
0,2 bei 600 nm) zeigt die Abb. 19.

ECW; 7 dpi

1 10 mM MgCl,

2 Xcv 85-10 OD¢y= 0,2
3 Xcv 85-10 ODgy= 0,1
4 Xcv 85-10 OD¢\= 0,04

Abb. 19: Farbung eines Paprikablattes des Kultivars ECW mit 0,1%iger DAB-LOsung nach

Infiltration mit Xcv 85-10.

Gezeigt ist ein C. annuum Blatt des Kultivars ECW 7 Tage nach Infiltration von Xcv 85-10 mit verschiedenen optischen
Dichten bei 600 nm (0,01; 0,04; 0,1; 0,2) und anschlieBender DAB-Farbung (DAB; 3,3'-Diaminobenzidin (w/v); Sigma,
Miinchen). Die Infiltration erfolgte in die Blattunterseite einer 3-4 Wochen alten Pflanze. Die Féarbung erfolgte mit frischer
DAB-L6sung fiir 2 h bei RT. Die Blatter wurden anschlieBend zur Entfarbung bei 95 °C im Wasserbad gekocht und tber
Nacht in Chloralhydrat ((w/v); 2,5 mg/ml; Roth, Karslruhe) verwahrt. Am néchsten Tag wurden die Blatter mit H,O gesplilt
und zwischen Papiertiichern getrocknet.

Hier sind deutlich braunliche Verfarbungen an den infiltrierten Blattbereichen zu erkennen, wahrend
es bei der Infiltration mit 10 mM MgCl, zu keiner Verfarbung des Blattgewebes kam. Dies zeigt, dass
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es an den, mit Xcv 85-10, infiltrierten Blattbereichen zur Bildung bzw. Freisetzung von H,0,
gekommen ist.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass es wéhrend der Besiedlung des Paprikablattes von ECW mit
Xcv 85-10 zur Ausbildung von ROS, vermutlich als Abwehrstrategie der Pflanze, kommt.

3.7 Die Ausbildung eines AcnB-Enzyms ist nicht erforderlich fur das
Wachstum von Xcv in vitro in MA-Medium

Zur Untersuchung des Wachstums von Xcv und den erstellten acnB Deletionsmutanten in vitro wurde
NYG sowie 1 x MA-Medium verwendet. Beide Xcv acnB Deletionsmutanten 85-10AacnB und
85-10roaX-roaY-acnB zeigten eine ahnliche Wachstumsrate und die gleiche End-ODgg, Wie der
Wildtypstamm 85-10, in NYG-Medium (Daten nicht gezeigt). Wachstumsanalysen, die in 1 x MA-
Medium mit Saccharose und Casaminoacids als C-Quelle durchgefihrt wurden, zeigten, dass die
Mutanten auch in diesem Medium ein dem Wildtyp-&hnliches Wachstum aufwiesen. Die Abb. 20
zeigt das Wachstum der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in 1 x MA-Medium.

0,5 1

= 85-10
e 85-10AacnB
a 85-10 ArecaX-roaY-acnB

ODfJO[I

r T T v T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Zeitin h

Abb. 20: Wachstum der Xcv acnB Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp 85-10 in 1 x MA-
Medium..

Die Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnB und 85-10AroaX-roaY-acnB wurden mit einer Vorkultur auf eine ODgy von 0,1
eingestellt und bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Das Wachstum wurde fiir 53 h analysiert und dokumentiert. Der Mittelwert
und die Standardabweichung wurden aus 3 verschiedenen Messungen gebildet

Die Wachstumsexperimente in 1 x MA-Medium zeigten, dass weder eine Deletion von acnB noch von

roaX-roaY-acnB einen Einfluss auf das in vitro Wachstum von Xcv 85-10 hat.
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3.8 Eine Deletion von acnB fihrt zu verzogertem Wachstum in
Minimalmedium mit Citrat als C-Quelle
Da Citrat das Substrat der Aconitase Enzyme darstellt, wurde dieses als mdégliche C-Quelle im
Apoplasten von Paprikapflanzen diskutiert. Kdirzliche Studien Gber Citrat im Apoplasten von
Tomatenpflanzen (Rico and Preston, 2008) sowie die erhéhte Expression des Gens citH von Xcv in
planta, welches fir einen Citrattransporter kodiert (Tamir-Ariel et al., 2007; Tamir-Ariel et al., 2011)
bestarken diese Vermutung. Zur Untersuchung dessen, wurde das Wachstum der Xcv-Stdmme 85-10
und 85-10AacnB in Minimalmedium mit 15 mM Na-Citrat (MA-Citrat-Medium) als C-Quelle
untersucht. In Abb. 21 wird deutlich, dass der Wildtyp ein schwécheres Wachstum mit Citrat aufwies,
als mit Saccharose und Casaminoacids (MA-Medium) als C-Quelle (zum Vergleich Abb. 20). Der
Wildtyp zeigte ohne die Zugabe einer C-Quelle kein Wachstum im MA-Medium (Daten nicht
gezeigt). Die Deletionsmutante 85-10AacnB wies ein Kklar reduziertes Wachstum mit Citrat im

Vergleich zum Wildtyp auf.

0,7 5
0.6 - B 3510 n
0.5 - ® 85-10AacnB

Y T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zeit in h

Abb. 21: Wachstumsanalyse der Xcv acnB Deletionsmutante mit Citrat als C-Quelle im Vergleich

zum Wildtyp

Es wurden Vorkulturen der Xcv-Stdmme 85-10 und 85-10AacnB in MA-Medium angefertigt und 4 ml MA-Citrat-Medium in
Hungaterdhrchen fiir die Wachstumsanalysen auf eine ODggo = 0,1 eingestellt. Das Wachstum erfolgte bei 30 °C und wurde
fir 45 h dokumentiert. Aus den Werten von 4 Messungen wurde der Mittelwert gebildet und die Standardabweichung
berechnet. Das Experiment wurde 3 Mal durchgefhrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine acnB Mutation in Xcv keinen Einfluss auf das Wachstum in vitro mit

Saccharose, jedoch aber mit Citrat als Kohlenstoffquelle hatte. Demnach scheint AcnB an der
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Verwertung von Citrat beteiligt zu sein bzw. kénnte Citrat eine wichtige C-Quelle flr Xcv in planta
darstellen.

3.9 Die Folgen einer Deletion von acnB auf die Genexpression in
Xcv 85-10

Um Hinweise auf durch AcnB regulierte Gene zu erlangen, erfolgte ein Vergleich der Transkriptome
von Xcv 85-10 und Xcv 85-10AacnB durch Microarray-Analysen. Hierfir wurden, wie in 2.10.7
beschrieben, 10 pg Gesamt RNA aus Xcv 85-10 und Xcv 85-10AacnB bzw. Zellpellets von 10 ml
Kultur (MA-Medium; ODgy = 0,6) zur Analyse bereitgestellt. Nach der Durchfiihrung eines
Signifikanztestes mit Hilfe des Programms EMMA wurden die Daten von der AG Anke Becker in
Marburg tberliefert. Die Selektion differentiell exprimierter Gene erfolgte in der Regel nach einem
p-Wert < 0,05 bzw 0,1, einem A-Wert (Signalstdrke) > 5, einem M-Wert (= log2 Veranderung der
jeweiligen Transkriptmenge zwischen beiden vergleichenden Stdmmen) >1 bzw. < -1 und dem M-sd
(standard deviation des M-Wertes). Ein M-Wert von 1 bzw. -1 steht fir eine differentielle
Genexpression um den Faktor 2.

Bei der Auswertung anhand des A-Wertes ist es erforderlich den A-Wert der Negativkontrollen (empty
slide bzw. spotting buffer) zubetrachten. Diese Kontrollen wiesen eine Signalstarke von 4,3 - 4,6 auf.
Somit sollten differentiell exprimierte Gene der Mutante eine deutlich hohere Signalstarke als die
Negativkontrollen aufweisen. Einige Gene, welche in der Mutante eine verdnderte Expression

aufwiesen, sind in Tab. 8 aufgelistet.

Tab. 8: Einige Gene mit veranderter Expression in Xcv 85-10AacnB im Vergleich zum Wildtyp 85-10.

Genbezeichnung Putative Funktion p-Wert M-Wert M-sd A-Wert

empty 0,013 -0,23 1,35 4,6

spotting buffer 6,49E-40 -0,19 0,24 4,32

hochregulierte Expression

cit; XCV3602 citrate:H" symporter 0,061 2,258 2,30 5,611

hemT; XCV2661 hemerythrin-like protein 0,061 1,09 0,978 5,23

XCV2242 putative succinate 0,05 1,13 1,10 6,65
dehydrogenase

VirB2; type IV secretion system protein ~ 6,71E-07 1,38 0,109 10,55

p38 XCV0042

VirB4; type IV secretion system protein ~ 4,33E-07 1,38 0,10 8,77

p38 XCV0041

herabregulierte Expression

cydX, XCVv2537 putative membrane protein; 0,03 -2,08 1,73 8,91
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Alle identifizierten, differentiell regulierten Gene der Microarray-Analysen befinden sich in Tab. 13
(Anhang). Die Tab. 8 zeigt, dass die Expression der Gene XCV2242, virB2 und virB4 durch eine
Deletion von acnB um ein 2-faches héher vorlagen, als im Wildtyp. Die Gene cit und hemT wiesen
zwar eine ca. 4-fach bzw. 2-fach erhohte Expression in der Deletionsmutante im Vergleich zum
Wildtyp auf, jedoch lag die Wahrscheinlichkeit einer differentiellen Expression Uber einem p-Wert
von 0,05. Des Weiteren konnte eine 4-fach erniedrigte Expression von cydX (XCV2537) in der acnB
Mutante ermittelt werden. Die reduzierte Expression des Gens cydX (XCV2537) stellte hierbei ein
sehr interessantes Ergebnis dar, da dieses Gen zum cyd Operon gehdrt (Hoppe, 2013). Dieses Operon

beinhaltet Gene, welche flr Untereinheiten der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase kodieren.

3.10 Eine Deletion von roaX und roaY erhoht die Synthese von AcnB

Um mehr Informationen tber die mogliche Funktion von RoaX und RoaY zu erhalten, wurde eine
roaX-roaY Deletionsmutante erstellt (2.10.13.1). Mittels Western-Blot-Analysen wurde die Synthese
von AcnB in der Xcv Mutante 85-10AroaX-roaY mit der Synthese im Wildtypstamm 85-10 in der
exponentiellen (ODgy = ca. 0,8) und der stationdren Wachstumsphase (ODgy = ca. 1,5) verglichen
(Abb. 22; oberes Bild).

85-10 85-10AroaX-roaY

exp. stat. exp. stat.

AcnB —
— 95 kDa

GroEL 50 kDa

Abb. 22: Vergleich der Synthese von AcnB in den Xcv-Stdmmen 85-10AroaX-roaY und 85-10 mittels

Western-Blot-Anaylse.

Western-Blot-Analyse mit Extrakten der Xcv-Stdmme 85-10 und 85-10AroaX-roaY. Es wurden 40 pg Protein des
Zellextrakts auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Anti-AcnB (1:10000) im oberen und anti-GroEL (1:5000) aus E. coli im
unteren Bild dienten zur Detektion. Marker: Prestained Page Ruler Protein Marker, Thermo Scientific. exp. = exponentielle
Wachstumsphase; stat. = stationdre Wachstumsphase.

Die Abb. 22 zeigt deutlich, dass die Deletion von roaX- roaY in Xcv 85-10 zu einer stark erhthten

AcnB Synthesein beiden Wachstumsphasen fiihrte. Die Detektion des Chaperons GroEL in Xcv mit
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Antikorpern gerichtet gegen GroEL aus E. coli im unteren Bild der Abb. 22 zeigt, dass in jeder Spur
eine vergleichbare Menge an Gesamtprotein eingesetzt wurde.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass RoaX und RoaY die Synthese von AcnB negativ regulieren

bzw. reprimieren und wurden aufgrunddessen als regulators of aconitases (Roa) bezeichnet.

3.11 Ein erhohtes Level von RoaY fihrt zu einem besseren Wachstum
in vitro mit Citrat als C-Quelle im Vergleich zum Wildtyp

Um Indizien fir die einzelnen Rollen von RoaX und RoaY zu erlangen, wurden

Komplementationsstamme fiir Wachstumsanalysen mit Citrat als C-Quelle eingesetzt. Die

Komplementationskonstrukte pL6roaX und pL6roaY (bereitgestellt von Fr. Lindenstrau3, 2.10.14)

wurden daftir in die Xcv-Mutante 85-10AroaX-roaY transformiert (Wesolowska, 2012).

Die Abb. 23 zeigt, dass die Xcv roaX-roaY Deletionsmutante ein verbessertes Wachstum mit einer

End-ODgg Von ca. 0,58 im Gegensatz zum Wildtyp mit ca. 0,38 mit Citrat als C-Quelle aufwies.
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Abb.  23:  Wachstumsanalyse der Xcv  roaX-roaY  Deletionsmutante und  den
Komplementationsstimmen 85-10AroaX-roaY/pL6roaX und 85-10AroaX-roaY/pL6roaY in MA-

Citrat-Medium.

Es wurden Vorkulturen der einzelnen Xcv-Stdmme in MA-Medium angefertigt und 4 ml MA-Citrat-Medium in Hungates fur
die Wachstumsanalysen auf eine ODgy = 0,1 eingestellt. Das Wachstum erfolgte bei 30 °C und wurde fiir 48 h dokumentiert.
Aus den Werten von 4 Messungen wurde der Mittelwert gebildet und die Standardabweichung berechnet.

Dies konnte sogar auf die erhohte Synthese von AcnB zuriickzufiihren sein (siehe 3.10). Der Xcv-
Komplementationsstamm 85-10AroaX-roaY/pL6roaY zeichnete sich sogar durch eine hohere End-

ODggy mit 0,65 im Vergleich zur Deletionsmutante 85-10AroaX-roaY aus. Das Wachstum des
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Komplementationsstammes 85-10AroaX-roaY/pL6roaX konnte hingegen als vergleichbar mit dem des
Wildtypstamms 85-10 beobachtet werden.

Es kann festgehalten werden, dass ein Fehlen von RoaX-RoaY zu einem verbesserten Wachstum mit
Citrat als C-Quelle flihrte. Weiterhin tritt der gleiche Effekt auf, wenn RoaY durch die Einbringung
des Konstruktes pL6roaY in einer roaX-roaY Mutante synthetisiert wird. Da kirzliche Studien
ergaben, dass es auch im Stamm 85-10AroaX-roaY/pL6roaY zu einer erhdhten Synthese des AcnB-
Proteins, wie bei einer roaX-roaY Mutante kam (Wesolowska, 2012), kann davon ausgegegangen
werden, dass eine hdhere Menge an AchB zu einem besseren Wachstum mit Citrat fuhrt.

Demnach scheint AcnB eine wichtige Funktion bei der Citratverwertung in Xcv 85-10 zu besitzen.

3.12 Einfluss einer Deletion von roaX-roaY auf die Genexpression in
Xcv 85-10

Da eine Deletion von roaX-roaY zu einer erhthten Synthese des AcnB Proteins flhrt, sollte mit Hilfe
von Transkriptomanalysen untersucht werden, ob dies auch auf transkriptioneller Ebene zu beobachten
ist. Weiterhin sollten damit Hinweise erlangt werden, ob eine Deletion von roaX- roaY Auswirkungen
auf die Expression weiterer Gene hat.

Hierfur wurden ebenso (Vergleich 3.9) Zellpellets von 10 ml-Kulturen (OD= 0,6) der Stamme
Xcv 85-10 und Xcv 85-10AroaX-roaY der AG Anke Becker in Marburg zur Verfiigung gestellt, um die
Transkriptome des Wildtyps mit einer roaX-roaY Deletionsmutante zu vergleichen. Nach erfolgter
RNA-Isolierung wurde diese fiir Microarray-Analysen eingesetzt und die Daten nach der
Durchfiihrung eines Signifikanztestes von der Arbeitsgruppe Ubermittelt. Die so erhaltenen Rohdaten
wurden ebenfalls selektiert nach einem p-Wert < 0,05 bzw 0,1, einem A-Wert (Signalstarke) > 5,
einem M-Wert (=log2 Veranderung der jeweiligen Transkriptmenge zwischen beiden vergleichenden
Stdammen) > 1 bzw. < -1 und dem M-sd (standard deviation des M-Wertes). Ein M-Wert von 1 bzw.
-1 steht fur eine differentielle Expression um den Faktor 2.

Da die Signalstarken der Negativkontrollen empty und spotting buffer bei 7,62 und 4,32 liegen, sollten
alle differentiell regulierten Gene einen hoheren A-Wert aufweisen. Die Tab. 9 zeigt einige Gene,
deren Expression in der roaX-roaY Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp Xcv 85-10 verandert

vorlagen.
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Tab. 9: Einige differentiell exprimierte Gene einer roaX-roaY Deletionsmutante im Vergleich zum
Wildtyp Xcv85-10

Genbezeichnung Putative Funktion p-Wert M-Wert M-sd A-Wert
empty 0,018 -0,32 4,69 7,62
spotting buffer 4,30E-10 -0,00021 0,0008 4,32
hochregulierte Expression

acnA; XCVv1924 aconitate hydratase 7,22E-09 1,50 0,33 10,72
acnB; XCVv1927 aconitate hydratase 8,57E-05 1,47 0,84 12,31

herabregulierte Expression

gumF; XCVv2783 xanthan biosynthesis 0,016 -1,03 1,26 8,13
acetyltransferase GumF

Die Transkriptomvergleiche zeigen, dass eine Deletion von roaX-roaY zu einer Hochregulation der
Expression von acnB und auch acnA mit einem Faktor von ca. 3 fuhrte. Demnach scheint RoaX und
RoaY Einfluss auf die Expression von acnB als auch auf die Expression von acnA zu besitzen. Des
Weiteren hat eine Deletion von roaX-roaY eine reduzierte Expression von gumF (XCV2783) zur
Folge, welches eine Acetyltransferase der Xanthan-Biosynthese kodiert. Somit scheint RoaX und/oder
RoaY in die Bildung eines Biofilms in Xcv involviert zu sein. Alle Gene mit differentieller Expression
in einer roaX-roaY Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp sind in Tab. 15 (Anhang) zu finden.

3.13 Eine Deletion von acnA hat keinen Einfluss auf das Wachstum in
vitro von Xcv mit Citrat als C-Quelle

Da eine Deletion von acnB zu einem reduzierten Wachstum in vitro mit Citrat fihrt und AcnB
vermutlich eine Rolle in der Citratverwertung von Xcv wéhrend der Kolonisierung von Wirtspflanzen
besitzt, sollte nun auch das Wachstum der Deletionsmutante 85-10AacnA mit Citrat als C-Quelle
untersucht werden. In Abb. 24 ist das Wachstum der Stdmme gezeigt und es ist deutlich zu erkennen,
dass die Deletionsmutante ein &hnliches Wachstum wie der Wildtypstamm 85-10 aufwies.

Somit hat eine Deltion von acnA keinen Einfluss auf das Wachstum in vitro mit Citrat als einziger
C-Quelle.
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Abb. 24: Analyse des in vitro Wachstum der Xcv Stdmme 85-10 und 85-10AacnA in MA-Citrat-
Medium.

Die Vorkulturen der Xcv-Stamme 85-10 und 85-10AacnA wurden in 1 x MA- Medium angefertigt und 4 ml MA-Citrat-
Medium in Hungateréhrchen fir die Wachstumsanalysen auf eine ODgo = 0,1 eingestellt. Das Wachstum erfolgte bei 30 °C
und wurde fir 45 h dokumentiert. Aus den Werten von 4 Messungen wurde der Mittelwert gebildet und die
Standardabweichung berechnet.

Dieses Ergebnis bestatigte, dass AcnA im Vergleich zu AcnB vermutlich keine essentielle Rolle im
Citratstoffwechsel von Xcv 85-10 wéhrend der Interaktion mit Wirtspflanzen zukommt. Da fiir AcnA,
als Aconitase Protein jedoch auch Citrat ein Substrat darstellt, kénnte eine Funktion fiir AcnA in
diesem Zusammenhang in der Abwesenheit bzw. eines Funktionsverlustes von AcnB denkbar sein.

Eventuell ist AcnA auch aufgrund von anderen Signalen enzymatisch im Citratmetabolismus aktiv.

Vorlaufige Experimente zeigten, dass eine acnA-Deletionsmutante in 1 x MA-Medium ein reduziertes
Wachstum, vor allem in der exponentiellen Wachstumsphase, aufwies (Abb. 41; Anhang). Hier wurde
davon ausgegangen, dass eine Deletion von acnA Auswirkung auf das Wachstum bei geringerer

Sauerstoffversorgung hat.

3.14 Eine Deletion von acnA in Xcv hat keinen Einfluss auf das Wachstum
in planta

Da acnB zusammen mit acnA in einem Gencluster angeordnet ist, wurde ebenso die Auswirkung einer

Deletion von acnA auf das Wachstum von Xcv in planta untersucht. Hierfir wurde das Wachstum der

Deletionsmutanten 85-10AacnA mit dem des Wildtyp 85-10 verglichen und der Stamm 85*AhrcN als

Kontrolle eingesetzt. In Abb. 25 ist zu erkennen, dass die Mutante ein dem Wildtyp entsprechendes

Wachstum zeigte. Jedoch ist in der stationdren Wachstumsphase eine leichte Reduktion des
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Wachstums im Vergleich zum Wildtypstamm 85-10 zu beobachten. Demnach konnte eine Deletion
von acnA einen Einfluss auf das Wachstum von Xcv in planta in der stationdren Phase haben.
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Abb. 25: Wachstumanalyse der Xcv-Deletionsmutante 85-10AacnA im Vergleich zum Wildtyp 85-10

in planta.

Das Wachstum der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnA und 85*AhrcN wurden flr 14 Tage analysiert und dokumentiert. Die
Bakteriensuspensionen wurden auf eine Zellzahl von 5 x 10* cfu/ml mit 10 mM MgCl, eingestellt und in voll entwickelte
Blatter von 5-6 Wochen alten Paprikapflanzen (Kultivar ECW) infiltriert. Die dargestellten Werte représentieren den
Mittelwert von drei Proben, welche aus drei verschiedenen Pflanzen enthommen wurden. Die Standardabweichungen sind
eingezeichnet.

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass AcnA keine Rolle wahrend des Wachstums in planta von Xcv in
exponentieller Phase, wie AcnB, spielt. Jedoch scheint AcnA eine Funktion in Xcv wahrend der
stationdren Wachstumsphase einzunehmen. Da eine Deletion von acnA keine Folgen fur das
Wachstum von Xcv in vitro mit Citrat als C-Quelle aufwies (siehe 3.13), ist es denkbar, dass AcnA
nicht an der Verwertung von Citrat beteiligt ist, wie es im Fall von AcnB postuliert wurde. AcnA

scheint hier auf ein anderes, limitierendes Signal der stationdren Phase zu reagieren.
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3.15 Die Deletionsmutante 85-10AacnA zeigt eine dem WT entsprechende

HR und wassrigen Lasionen im Infektionsbereich
Auch die Auswirkung einer acnA Deletion auf die Fahigkeit eine HR bei resistenten und
Krankheitssymptome bei suszeptiblen Paprikapflanzen auszultsen, sollte analysiert werden. Die
zugehdrigen Infiltrationsassays sind in Abb. 26 dargestellt. Die Xcv Mutante 85-10AacnA zeigte 2
Tage nach der Infiltration eine, dem Wildtypstamm 85-10 entsprechende HR (Abb. 26; A), sowie
ahnliche wéssrigen Lé&sionen im Infektionsbereich der Blatter des Paprikakultivars ECW nach 8 Tagen
der Infiltration der Stdmme (Abb. 26; B).

A B
85-10 85-10AacnA
ECW
ECW-10R ?dDTO’Ol’
0D=0,01, P
2dpi
ECW
0D=0,04,
8dpi

Abb. 26: Bildung einer HR und waéssrigen La&sionen der Xcv-Deletionsmutante 85-10AacnA bei

Paprikapflanzen im Vergleich zum Wildtyp 85-10.

Die Xcv-Stdmme wurden an gegeniberliegenden Positionen des Blattes infiltriert. Die gezeigten Blattflachen wurden mit den
angegebenen Bakteriendichten inokuliert (A) Bildung einer HR nach Infiltration der Xcv-Stdmme 85-10 und 85-10AachA.
2 dpi; ODgp=0,01 (ECW-10R). (B) Ausbildung von wassrigen Lésionen (8 dpi) nach Infiltration der Xcv-Stdmme 85-10 und
85-10AacnA ;0Dgqe= 0,01 und 0,04 (ECW). Die Dokumentation erfolgte von der Blattunterseite. dpi= days post infiltration

Somit hat die Deletion von acnA weder Einfluss auf die Bildung einer HR noch auf die Entwicklung
von Krankheitssymptomen bei Paprikapflanzen, welches vermutlich auf ein, dem Wildtyp
entsprechendes Wachstum der Deletionsmutanten in planta zuriick zufuhren ist. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Funktionalitat von AcnA, im Gegensatz zu AcnB, nicht im Zusammenhang mit dem
Wachstum von Xcv 85-10 in Paprikapflanzen steht bzw. AcnA-Proteine nicht fiir die Etablierung von

Xcv in planta notwendig sind.
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3.16 Xcv 85-10AacnAz2 zeigt ebenfalls reduziertes Wachstum in planta

Zur Untersuchung eventueller Effekte einer Deletion von acnA2 auf das Wachstum von Xcv in planta,
wurden ebenfalls Wachstumsanalysen mit der hergestellten Mutante durchgefiihrt, deren Darstellung
in Abb. 27 aufgefthrt ist.

85-10

85-10+pLAFR6
85-10AacnA2+pLAFR6
85-10 AacnA2/pL6acnA2
85*AhrcN

log cfu/cm?
o A<«>rm

0 2 4 6 8 10 12

Tage nach der Infiltration

Abb. 27: Untersuchung des Einfluss einer Deletion von acnA2 auf Wachstum in planta mit den Xcv-
Stammen 85-10+pLAFR6, 85-10AacnA2+pLAFR6, 85-10AacnA2+plL6acnA2, 85*AhrcN und
85-10

Es wurden voll entwickelte Blatter von 5-6 Wochen alten Paprikapflanzen (Kultivar ECW) mit Bakteriensuspensionen einer
Zelldichte von 5 x 10* cfu/ml der Xcv-Stamme 85-10+pLAFRS6, 85-10AacnA2+pLAFR6, 85-10AacnA2/pLéacnA2,
85*AhrcN und 85-10 infiltriert. Die dargestellten Werte reprasentieren den Mittelwert von drei Proben, welche aus drei
verschiedenen Pflanzen entnommen wurden. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet. Das Experiment wurde dreimal
durchgefiihrt.

Hierfur wurden die Xcv-Stdmme 85-10+pLAFRG, 85-10AacnA2+pLAFRG, der
Komplementationsstamm 85-10AacnA2/pL6acnA2 und als Kontrolle der Xcv Stamm 85*AhrcN und
85-10 in Blatter von 5-6 Wochen alten Pflanzen infiltriert und das Wachstum (ber 12 Tage
dokumentiert. Die Abb. 27 zeigt, dass die Deletionsmutante 85-10AacnA2+pLAFR6 ebenfalls ein
reduziertes Wachstum, wie die Mutante 85-10AacnB (Vergleich Abb. 16) in planta aufwies. Demnach
lasst sich auch fir AcnA2 eine Rolle fir optimales Wachstum von Xcv85-10 in Wirtspflanzen
vermuten. Der Komplementationsstamm 85-10AacnA2/pL6acnA2 zeichnete sich durch ein
gleichartiges Wachstum wie der Wildtypstamm mit Leerplasmid 85-10+pLAFR6 aus. Somit wurde
bestétigt, dass das reduzierte Wachstum der Xcv Deletionsmutante 85-10AacnA2+pLAFR6 auf die

Deletion von acnA2 zurtick zufiihren ist.
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3.17 Eine Deletion von acnA2 in Xcv hat eine geringere Bildung von HR
und wassrigen Lasionen bei Paprikablattern zur Folge

Neben dem Wachstum wurde die acnA2 Deletionsmutante auch hinsichtlich der Féahigkeit untersucht
wassrige L&sionen, sowie eine HR auszultsen. Die Abb. 28 zeigt die beobachteten Phanotypen von
Xcv 85-10AacnA2 im Vergleich zum Wildtyp Xcv 85-10.

Es ist deutlich zu erkennen (Abb. 28; A), dass die Infiltration des Xcv Stamms 85-10AacnA2 zu einer
verringerter Ausbildung einer HR in resistenten Paprikapflanzen (ECW-10R) im Vergleich zum
Wildtyp fiihrte. Auch nach der Infiltration von Paprikapflanzen des Kultivars ECW, wies die acnA2
Deletionsmutante eine reduzierte Ausbildung von wassrigen Lasionen auf (Abb. 28; B).

A ECW-10R; 2 dpi B ECW; 6 dpi
ODgy,=0,1 0Dy, =0,1
85-10 85-10AacnA2 85-10 85-10AacnA?2
Blattunterseite
Blattunterseite
Blattoberseite

Abb. 28: Analyse der Xcv acnA2 Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp 85-10 hinsichtlich der

Ausbildung einer HR bei resistenten und Krankheitsymptomen bei suszeptiblen Paprikapflanzen.

Die Xcv-Stdmme 85-10 und 85-10AacnA2 wurden an gegeniberliegenden Positionen des Blattes infiltriert. Die gezeigten
Blattflachen wurden mit den angegebenen Bakteriendichten inokuliert (A). Ausbildung einer HR auf der Blattunterseite nach
Infiltration der Stdmme Xcv85-10 und Xcv85-10AacnA2; 2 dpi; ODgg=0,1 (ECW-10R).(B) Ausbildung von wassrigen
Lasionen auf der Blattunter-, sowie -oberseite nach Infiltration (6 dpi) der Stimme 85-10 und 85-10AacnA2; ODgge= 0,1
(ECW). dpi= days post infiltration

Da die Infiltration des Xcv Stammes 85-10AacnA2, sowie die Infiltration von 85-10AacnB (siehe 3.5)
zu einer reduzierten Ausbildung der HR fiihrt, ist es denkbar, dass AcnA2 und AcnB eine Funktion
direkt oder indirekt auf die Ausbildung bzw. Sekretion von Avirulenzproteinen wahrend des
Wachstums von Xcv in planta besitzen. Andererseits sind die reduzierten Ph&notypen in resistenten
und suszeptiblen Pflanzen moglicherweise auf das mindere Wachstum beider Mutanten
zuriickzufiihren. Ebenso kdnnten AcnB und AcnAz2 eine Rolle in der N&hrstoffverwertung in planta
spielen und ihr Fehlen daher zu verringertem Wachstum und somit zu verzdgerter HR und

Krankheitsausbildung fuhren.
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3.18 Auswirkungen einer Deletion von acnA2 auf die Genexpression in
Xcv 85-10
Auch das Transkriptom einer Xcv achA2 Deletionsmutante wurde nach Anzucht in 1 x MA Medium
und Zellernte bei einer ODgyo von ca. 0,8 mit dem des Wildtyps verglichen. Auch hier erfolgte ein
Signifikanztest der AG Becker in Marburg mit Hilfe des EMMA Programmes (wie in 2.10.7
beschrieben). Die so erhaltenen Rohdaten wurden selektiert nach einem p-Wert < 0,05 bzw. 0,1, einem
A-Wert (Signalstarke) > 5, einem M-Wert (= log2 Verdnderung der jeweiligen Transkriptmenge
zwischen beiden vergleichenden Stammen) > 1 bzw. < -1 und dem M-sd (standard deviation des M-
Wertes). Ein M-Wert von 1 bzw. -1 zeigt eine differentielle Genexpression mit dem Faktor 2. Da die
Signalstarken der Negativkontrollen empty und spotting buffer bei 7,32 und 4,33 liegen, sollten alle
Gene mit veranderter Expression einen hoheren A-Wert aufweisen. Die Tab. 10 zeigt einige Gene der
acnA2 Mutante mit differentieller Expression im Vergleich zum Wildtyp Xcv 85-10 ist. Die Tabelle
aller differentiell regulierten Gene befindet sich im Anhang (Tab. 16).
Die Tab. 10 zeigt, dass die Expression der Gene acnA (Faktor = ca. 2,4) und acnB (Faktor = ca. 2,3) in
der acnA2-Deletionsmutante hochreguliert vorlag. Auch die Expression von roaY zeigte eine
Erh6hung um einen Faktor von ca. 2 beim Fehlen des achA2 Gens.
Interessanterweise konnten zwei benachbarte Gene von acnA2 mit hohen Expressionsunterschieden in
der acnA2 Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp identifiziert werden. Das Gen XCV1157,
welches fur eine putative Citratsynthase kodiert, zeigte eine 6-fach erhéhte Expression gegeniiber dem
Wildtyp. AuBerdem lag eine erhdhte Expression der Gene suh (Faktor = ca. 2,3), was fir eine
Saccharosehydrolase kodiert und zwf2 (Faktor = ca. 2) vor, dessen Produkt eine Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase darstellt. Ebenso zeigte das Gen der Fe-S- Untereinheit einer Succinat Dehydrogenase
(sdh; XCV2245) eine ca. 3,2-fach erhohte Expression im Vergleich zum Wildtyp. Die Succinat-
Dehydrogenase ist ein Enzym des TCA-Zyklus und katalysiert die Oxidation von Succinat zu
Fumarat, sowie die Reduktion von FAD. Es (bertragt Elektronen direkt auf Quinone der
Atmungskette (Hagerhall, 1997). Dies deutet darauf hin, dass AcnA2 eventuell einen Regulator von
wichtigen Stoffwechselvorgangen darstellt.
Ein weiteres interessantes Ergebnis ist die Herabregulierung der Expression des cydA Gens mit einem
Faktor von ca. 3,2 und des Gens petA (kodiert die Fe-S-Untereinheit einer Ubiquinol Cytochrom-c-
Reduktase) mit einem Faktor von ca. 2. Die Daten zeigten, dass AcnA2 offenbar einen Regulator der
Aconitase B und A darstellt, sowie an der Regulation von Genen des (Methyl-) Citratmetabolismus
(XCV1157 und XCV1156) und des Kohlenhydratstoffwechsels (suh, zwf2) beteiligt ist. AulRerdem
scheint AcnA2 die Expression von cydA, welches fur die Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase kodiert,
sowie petA herab zuregulieren und somit eventuell zu reprimieren. Dies spricht auch fiir eine wichtige
Rolle von AcnA2 in der Anpassung von Xcv an die verfligbaren Sauerstoffbedingungen durch

Regulation von Genen fir terminale Oxidasen der Atmungskette.
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Tab. 10: Einige Gene mit differentieller Expression in Xc v85-10AacnA2 im Vergleich zum Wildtyp
85-10

Genbezeichnung putative Funktion p-Wert M-Wert M-sd A-Wert
empty 0,0032 0,474 5,38 7,32
spotting buffer 0,159 0,013 0,22 4,33
hochregulierte Expression
XCV1157 Putative citrate synthase 4,99E-08 3,04 0,81 8,61
acnA; XCV1924  Aconitate hydratase 7,6E-05 1,268 0,718 10,77
sdh; XCV2245 Putative succinate 0,012 1,265 1,464 10,12
dehydrogenase iron-sulfur
protein
acnB; XCV1927  Aconitate hydratase 1,68E-07 1,15 0,346 11,81
suh; XCV3618 Sucrose hydrolase 0,013 1,155 1,355 11,08
ohr; XCV0290 Organic hydroperoxide 0,0204 1,092 1,39 8,307
resistance protein
roaY; XCV1926  Conserved hypothetical 0,00056 1,086 0,78 10,48
protein; regulator of AcnB
zwf2; XCV4168 Glucose-6-phosphate 1- 0,0368 1,066 1,573 9,37
dehydrogenase
herabregulierte Expression
fur; XCV1560 Ferric uptake regulator 3,11E-07 -1,04 0,331 9,31
petA; XCV2634  Ubiquinol-cytochrome-C- 7,62E-05 -1,08 0,613 9,08
reductase; iron-sulfur
subunit
cydA; XCV2535  Cytochrome D ubiquinol 0,0065 -1,638 1,69 747
oxidase, subunit |
baf; XCV0526 Bacterioferritin-associated  3,59E-08 -2,19 0,751 8,675
ferredoxin

Ebenfalls konnte das Gen ohr (XCV0290) mit einer hochregulierten Expression identifiziert werden
(Faktor = ca. 2). Dies kodiert fur ein Resistenzprotein gegen organische Hydroperoxide. Derartige
Proteine sind in Bakterien weit verbreitet und detoxifizieren organische Peroxide (Fuangthong et al.,
2001). Somit kdnnte AcnA2 auch in die Abwehr und/oder Sensierung von oxidativem Stress involviert
sein. Da oxidativer Stress und Eisenmetabolismus in enger Verbindung zu einander stehen, ist es
interessant, dass eine herabregulierte Expression eines fur Gens (XCV1560) in der Mutante vorlag
(Faktor = ca. 2). Fur ist ein der am meisten charakterisierteste Eisenaufnahmeregulator in vielen
Bakterien.

Neben fur konnte auch eine reduzierte Expression von baf (XCV0526), welches fir einen
Bakterioferritin-verbundenes Ferredoxin Kkodiert, identifiziert werden (Faktor = ca. 4,4). Hierbei

handelt es sich um eine Art Eisenspeicher-Protein (Ochsner et al., 2002).
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Die Transkriptomvergleiche zwischen Xcv 85-10 und der acnA2-Deletionsmutante gaben Hinweise,
dass AcnA2 ein weitgreifendes Protein in Xcv sein muss und auch in die Regulation des

Eisenmetabolismus involviert ist.

3.19 AcnA2 hat einen negativen Einfluss auf die Expression von acnA,
acnB, roaY und XCV1157
Aufgrund der Ergebnisse der Microarray-Analysen (3.18), die acnA, acnB, roaY und XCV1157 als
mogliche targets von AcnA2 identifizierten, sollte dies durch gRT-PCR (wie unter 2.10.6
beschrieben) verifiziert werden. Das Gen XCV1157 kodiert flr eine Methylcitratsynthase und spielt
vermutlich im Citrat- und Methylcitratstoffwechsel von Xcv eine Rolle.
Aus den erhaltenen Ct-Werten der einzelnen quantitativen Realtime-Reaktionen mit den jeweiligen
genspezifischen Primern (Tab. 12; Anhang) wurde der Mittelwert, sowie die Standardabweichung
berechnet. Die geringen Differenzen (16S difference) der Transkription der 16S rDNA wurde, wie
beschrieben, in die jeweilige Berechnung einbezogen. Die errechneten relativen Transkriptraten des
Wildtyps 85-10 wurden auf 1,0. Die Ergebnisse sind in Abb. 29 visualisiert.
Die gRT-PCR erfolgte mit cDNA, synthetisiert aus isolierter Gesamt-RNA der Xcv-Stamme 85-10,
85-10AacnA, 85-10AacnA2 und 85-10AacnB. In Abb. 29 A wird deutlich, dass, wie zu erwarten, kein
Transkript von acnB in der Xcv acnB-Deletionsmutante nachzuweisen war. Ebenfalls ist zu erkennen,
dass die Transkriptrate von acnB in der Xcv Mutante 85-10AacnA2 in der exponentiellen ca. 5,5-fach
und in der stationdren Phase, ca. 4-fach erhoht vorlag. Dies bestatigt somit die identifizierte, erhdhte
Expression von acnB in der acnA2 Mutante der Microarray-Daten. Eine Deletion von acnA hat
dagegen keinen Einfluss auf die Expression von acnB, da die relative Transkriptrate dem des Wildtyps
85-10 entsprach.
Dieses Ergebnis zeigte deutlich, dass AcnA2 einen direkten oder indirekten regulatorischen Einfluss
auf die Expression von acnB besitzt, da es durch ein Fehlen von AcnA2 zu einer Erhdhung der
Expression von acnB kommt.
Weiterhin konnte festegestellt werden, dass die Transkriptrate von acnA (Abb. 29 B) der Xcv Mutante
85-10AacnB in der exponentiellen, sowie in der stationdren Phase der Rate des Wildtyps entsprach,
wahrend in der Xcv acnhA Deletionsmutante, wie zu erwarten, kein Transkript von achA nachzuweisen
war. Die Expression von acnA zeigte sich jedoch ebenfalls in der Mutante 85-10AacnA2 erhoht.
Wihrend in der exponentiellen Phase eine ca. 2,75-fach héhere Transkriptrate vorlag, kdnnte eine ca.
3,5-fache Transkription in der stationdren Wachstumsphase, im Vergleichzum Wildtyp ermittelt
werden. Dies bestétigt ebenfalls die Daten der Microarray-Analyse und identifiziert AcnA2 ebenfalls
als Regulator von acnA. Auch in diesem Fall scheint AcnA2 eine repressorische Rolle in der

Expression von acnA einzunehmen.
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Abb. 29: Quantitativer Vergleich der Expression von acnB, acnA, roaY und XCV1157 in der
exponentiellen und der stationdren Wachstumsphase der Xcv-Stdimme 85-10AacnA, 85-10AacnAz2,
85-10AacnB und dem Wildtyp 85-10 mittels gRT-PCR.

Es wurde Gesamt-RNA der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnA, 85-10AacnA2 und 85-10AacnB in exponentieller und
stationédrer Phase isoliert und cDNA mit Random-Primern synthetisiert. Die gRT-PCR wurde mit dem QuantiTect SYBR
Green PCR Kit (Qiagen, Hilden), sowie dem Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Qiagen; Hilden) und acnB-
spezifischen (A), acnA-spezifischen (B), roaY-spezifischen (C) und XCV1157-spezifischen (D) Primern (Tab. 12; Anhang)
durchgefiihrt. Die Transkription von Gene wurde im Fall des Xcv Wildtyps 85-10 auf 1,0 gesetzt. Die relative Trankriptrate
der Gene der eingesetzten Stdmme wurde aus Reaktionen von 3 biologischen Replikaten unter Beriicksichtigung der
Spezifitét, Effizienz und den Transkriptionsunterschieden des Gens der 16S rRNA berechnet. Signifikanz, t-Test: * p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,001.

Auch durch die Ermittlung der relativen Transkriptrate von roaY mittels gRT-PCR (Abb. 29 C) konnte
sich die erhdhte Expression in einer Xcv acnA2 Deletionsmutante bestéatigen. Hierbei konnte in der
exponentiellen Phase eine Erhéhung der Transkriptionsrate von roaY um den Faktor 5,5 und in der
stationdren Phase um einen Faktor von ca. 8 ermittelt werden. Wéhrend die Expression von roaY in
der Xcv acnB Deletionmutante keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp aufwies, konnte eine ca.
2-fach hohere Transkriptmenge in der stationdren Wachstumsphase der Mutante 85-10AacnA
beobachtet werden. Die Ergebnisse zeigten, dass AcnA2 neben dem Effekt auf die Expression von
acnB und acnA auch ein beeinflussende Rolle auf die Expression von roaY besitzt. Neben AcnA2
konnte auch AcnA in einer stationdren Wachstumsphase von Xcv 85-10 eine repressorische Funktion

auf die Expression von roaY ausiiben.
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Wie die Microarraydaten zeigten, scheint ein Fehlen von AcnA2 neben der Transkription von acnA,
acnB und roaY auch die Transkription von XCV1157 in Xcv zu erhdhen. Die Abb. 29 D zeigt die
graphische Darstellung der Ergebnisse der qRT PCR zur Analyse der Transkriptrate von XCV1157 in
den Xcv-Stdmmen 85-10, 85-10AacnA2, 85-10AacnB und 85-10AacnA. In den Xcv-Stammen
85-10AacnB und 85-10AacnA liellen sich keine signifikanten Unterschiede in den Transkriptmengen
von XCV1157 im Vergleich zum Wildtyp 85-10 verzeichnen. Die Transkriptrate stieg jedoch in der
exponentiellen Wachstumsphase der Deletionsmutante 85-10AacnA2 auf ein ca. 8-Faches und in der
stationdren Phase auf ein ca. 2-Faches im Vergleich zum Wildtyp an.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass AcnB und AcnA vermutlich keinen Einfluss auf die
Expression von XCV1157 haben, wahrend AcnA2 eine reprimierende Wirkung auf die

Genexpression, vor allem in der exponentiellen Wachstumsphase von Xcv, besitzt.

3.20 Die Deletion von acnA2 fuhrt zur erhéhten Synthese des AcnB
Proteins in Xcv

Da eine Deletion von acnA2 eine erhdhte Expression von acnB in Xcv zur Folge hat, wurde auch die
Synthese des Proteins in einer acnA2 Mutante untersucht. Es wurden hierfir die Xcv-
Doppeldeletionsmutanten 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB hergestellt (2.10.13.3) und in
diesem Experiment eingesetzt.

Die Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB
wurden in 1 x MA-Medium bis zum Erreichen einer ODggo von ca. 0,8 kultiviert. Nach der Zellernte
ergolgte ein Zellaufschluss mittels Ultraschall zur Gewinnung des Rohextraktes und es wurden jeweils
50 ug Protein zur gelelektrophoretischen Auftrennung in einem 10 %igem SDS-Gel eingesetzt. Die
Abb. 30 zeigt das Autoradiogramm nach der Auftrennung und Detektion mit Antikdrpern gegen AcnB
aus E. coli. Es wird deutlich, dass in den Rohextrakten der Xcv-Stamme 85-10AacnA2 und
85-10AacnA2-acnA eine deutlich intensivere Bande des AcnB Proteins mit einer molekularen Masse
von ca. 99 kDa zu verzeichnen ist im Vergleich zu den den Rohextrakten des Wildtypstammes 85-10
und der Deletionsmutante 85-10AacnA. Im Rohextrakt der Xcv Deletionsmutante 85-10AacnA2-acnB
konnte, wie zu erwarten, keine spezifische Bande des AcnB Proteins detektiert werden. Das untere
Bild zeigt eine unspezifische Bande mit einer molekularen Masse von ca. 85 kDa bei der Detektion
mit einem Antikorper gegen AcnA aus E. coli (1:5000). Die vergleichbare Bandenintensitét

verdeutlicht, dass in allen Spuren eine vergleichbare Menge an Gesamtprotein aufgetragen wurde.
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Abb. 30: Autoradiogramm nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Rohextrakte der
Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AacnA2-acnA und 85-10Aacn2-acnB zum
Nachweis des AcnB Proteins.

Die Gewinnung der Rohextrakte der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AacnA2-achnA und
85-10AacnA2-acnB erfolgte nach Kultivierung in 1 x MA-Medium bis zu einer ODgy von ca. 0,8 und anschlieRendem
Zellaufschluss durch Ultraschall. Es wurden jeweils 50 pg Protein aufgetragen und in einem 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt.
Nach dem elektrophoretischen Transfer auf Nitrocellulose erfolgte eine Inkubation mit Antikdrpern gegen AcnB aus E. coli
(1:1000; oberes Bild). Das untere Bild zeigt eine unspezifische Bande bei der Detektion mit Antikérpern gegen AcnA aus
E. coli (1:5000) als Ladungskontrolle. Als Marker diente der PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-
Rot).

Die Ergebnisse lieRen erkennen, dass durch eine Deletion von acnA2 nicht nur die Transkription von
acnB in Xcv erhoht war (siehe 3.19), sondern auch eine erhdhte Synthese des AcnB Proteins vorlag.

Demnach fungiert AcnA2 direkt oder indirekt als Repressor der achB Expression.

3.21 Die Deletion von acnA2 fihrt zu einer erhohten Synthese des AchA
Proteins in Xcv
Neben dem Nachweis des AcnB Proteins sollte auch die Synthese der Aconitasen des Typ A, AcnA
und AcnA2 im Xcv Wildtypstamm 85-10 nachgewiesen werden und zusétzlich der Effekt einer
erhéhten Expression von acnA in einer acnA2 Deletionsmutante auf Proteinebene untersucht werden.
Die AS-Sequenzen beider AcnA Proteine weisen eine Identitdt von 43 % auf. Aufrund der
Zusammensetzung der Aminosduren betrégt die vorhergesagte molekulare Masse von AcnA ca.
99 kDa wahrend AcnAz2 eine theoretische, molekulare Masse von ca. 94 kDa aufweist. Zwischen
AcnA aus E.coli (AcnAg i) und AcnA aus Xcv (AcnAye) besteht eine Identidt von 56 %. Die Abb.
31 zeigt das Autoradiogramm einer Western-Analyse der Rohextrakte der Xcv Stdmme 85-10, 85-
10AacnB, 85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB nach Auftrennung

in einem 10%igen SDS-Gel. In den Rohextrakten von 85-10, 85-10AacnB sowie 85-10AacnA2-acnB
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fallt ein kreuzreagierendes Polypeptid mit einer molekularen Masse von ca. 113 kDa auf. Hierbei
handelt es sich um das AcnA Protein aus Xcv, welches im Rohextrakt der acnA Deletionsmutanten
nicht zu detektieren ist. Somit konnte auch der Einsatz von spezifischen Antikdrpern gegen AcnA aus
E. coli zu einer Kreuzreaktivitat mit einem Polypeptid in Xcv-Zellextrakten fuhren. Im Rohextrakt der
Xcv Deletionsmutante 85-10AacnA2 erscheint eine intensivere Bande des AcnA Proteins bei 113 kDa,
ebenso im Fall von 85-10AacnA2-acnB. In diesen Stdmmen scheint es durch die Deletion von acnA2
zu einer erhdhten Synthese von AcnA zukommen. Dies zeigt eindeutig, dass eine Deletion von achA2
zu einer erhdhten Synthese von AcnA in Xcv fihrt und AcnA2 direkt oder indirket die Synthese von
AcnA beeinflusst. Die Synthese von AcnA im Rohextrakt der Xcv Deletionsmutante 85-10AacnB
entspricht dagegen dem des Wildtypstammes 85-10.

Interessanterweise hatte es den Anschein, dass die Synthese von AcnA durch eine zusétzliche Deletion
von acnB in einer Xcv acnA2 Deletionsmutante (85-10AachA2-acnB) in einer noch héherer Menge
resultiert als im Fall der eigentlichen Xcv acnA2 Mutante. Dies konnte bedeuten, dass AcnB die
Synthese von AcnA beeinflusst bzw. das Fehlen der beiden anderen Aconitasen (AcnA2 und AcnB)
zu einer héheren Synthese von AcnA fihrt.
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Abb. 31: Autoradiogramm nach Western-Blot-Analyse zum Nachweis von AchAy., mit Antikdrpern
gegen AcnAg in Rohextrakten der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnB, 85-10AacnA, 85-10AacnAz2,

85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB.

Die Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnB, 85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB wurden in
1 x MA-Medium kultiviert und bei einer ODgqo von ca. 0,8 geernet. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall. Es
wurden jeweils 40 ug Protein aufgetragen und in einem 10%igen SDS-Gel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf Nitrocellulose
erfolgte eine Inkubation mit Antikérpern gegen AcnA aus E.coli (1:5000). Als Marker diente der PageRuler Prestained
Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot).

Die Ergebnisse zeigen, dass AChAg i und AchAy., gemeinsame immunologische Epitope besitzen, da
AcnAy., mit Antikdrpern gegen AchAg. i hachweisbar war. Ebenso flihrte eine Deletion von achA2 in
Xcv zu einer erhdhten Synthese des AcnA Proteins, wahrend eine Deletion von acnB keinen Einfluss

auf die Synthese von AcnA besal’. Diese gesteigerte Synthese von AcnA in den Xcv-Stdmmen
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85-10AacnA2 und 85-10AacnA2-acnB konnte in der bereits gezeigten, erhdhten Transkription von
acnA in einer Xcv acnA2 Deletionsmutante begriindet sein (3.19). Somit kann gesagt werden, dass
AcnA2 vermutlich uber eine direkt oder indirekt reprimierende Funktion auf die Expression von acnA
verfligt.

Anhand der Abbildung kann weiterhin belegt werden, dass AcnA2y., und AchAg . vermutlich keine
gemeinsamen Epitope besitzen. Im Rohextrakt von Xcv 85-10 lieR sich keine AcnA2-spezifische
Proteinbande ausmachen, die im Rohextrakt von Xcv 85-10AacnA2 nicht zuverzeichnen wére. Somit

ist AcnA2 nicht mit den Antikorpern gegen AchAg i Nachweisbar.

Neben dem Nachweis der AcnA Proteine mit Antikdrpern gegen AcnAg, i Wurden AcnAy., und
AcnA2y., mit einem C-terminalen myc-Tag versehen (2.10.14) und konnten so mit Hilfe eines Anti-C-

myc-Peroxidase-Konjugates nachgewiesen werden (Abb. 40; Anhang).

3.22 Eine Deletion von acnA2 in Xcv fuhrt zu einem verbessertem
Wachstum mit Citrat als C-Quelle im Vergleich zum Wildtyp

Auch der Effekt einer acnA2 Deletion auf das Wachstum von Xcv mit Citrat als C-Quelle sollte
untersucht werden. Hierfir wurde das MA-Citrat-Medium verwendet, welches sich durch Fehlen von
Saccharose und Casaminoacids vom MA-Medium unterscheidet (2.1). Die Abb. 32 vergleicht das
Wachstum des Wildtypstammes und der Xcv acnA2 Deletionsmutante. Hierbei wurde hervor gebracht,
dass eine Deletion von acnA2 in Xcv 85-10 zu einem verbesserten Wachstum mit Citrat als C-Quelle
im Vergleich zum Wildtyp 85-10 fiihrte.

Da Citrat das Substrat der Aconitasen darstellt und bereits belegt wurde, dass eine erhéhte Synthese
von AcnB ein verbessertes Wachstum mit Citrat als C-Quelle zur Folge hat (siehe 3.10 und 3.11), liegt
es nahe, dass eine Verbesserung des Wachstums einer acnA2 Mutante aus der erhéhten Synthese des
AcnB Proteins bzw. der Citrat-Synthase (siehe 3.18, Tab. 10) resultiert. Dieses verbesserte Wachstum
einer Xcv acnA2 Deletionsmutante bestétigte sowohl die erhaltenen gRT-PCR Daten als auch die
Rolle von AcnA2 als negativen Regulator der AcnB-Synthese.
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Abb. 32: Wachstumsanalyse der Xcv acnA2 Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp mit Citrat

als C-Quelle.

Es wurden Vorkulturen der einzelnen Stdmme in MA-Medium angefertigt und 4 ml MA-Citrat-Medium in Hungaterhrchen
fur die Wachstumsanalysen auf eine ODgyy = 0,1 eingestellt. Das Wachstum erfolgte bei 30 °C und wurde fir 50 h
dokumentiert. Aus den Werten von 4 Messungen wurde der Mittelwert gebildet und die Standardabweichung berechnet.

3.23 Eine acnA2 Deletion fihrt auch zu verbessertem Wachstum mit
Saccharose als C-Quelle im Vergleich zu Xcv 85-10

Da neben Citrat auch Saccharose als mdgliches Substrat von Xcv 85-10 im Apoplasten der
Wirtspflanzen diskutiert wird (Kocal et al., 2008; Kocal, 2011), wurden Wachstumsanalysen mit
Saccharose als C-Quelle durchgefihrt. Hierfir wurden Hungateréhrchen mit 4 ml MA-Saccharose-
Medium verwendet und das Wachstum der Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA2 und 85-10AacnB uber
49 Stunden dokumentiert. Das MA-Saccharose-Medium unterscheidet sich hierbei vom normalen
MA-Medium durch das Fehlen von Casaminoacids und Na-Citrat (2.1). Die Abb. 33 zeigt die
graphische Darstellung der Wachstumsanalysen.

Es wird deutlich, dass das Wachstum der Xcv acnB Deletionsmutante mit nur Saccharose als C-Quelle
im Vergleich zum Wachstum des Wildtyps 85-10 verzdgert ist. Daher scheint eine Deletion von acnB
Auswirkung auf die Verwertung von Saccharose zu haben. Auch scheint das Fehlen von Aminoséuren
im Medium Einfluss auf das Wachstum einer Xcv acnB Deletionsmutante zu haben, da das Wachstum

der Mutante in MA-Medium unveréndert blieb.
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Abb. 33: Analyse des Wachstums der Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA2 und 85-10AacnB mit

Saccharose als C-Quelle.

Es wurden Vorkulturen der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnA2 und 85-10AacnB in MA-Medium angefertigt und 4 ml MA-
Saccharose-Medium in Hungates fiir die Wachstumsanalysen auf eine ODgqy = 0,1 eingestellt. Das Wachstum erfolgte bei
30 °C und wurde fir 49 h dokumentiert. Aus den Werten von 4 Messungen wurde der Mittelwert gebildet und die
Standardabweichung berechnet.

Im Gegensatz dazu wies die Xcv achA2 Deletionsmutante ein deutlich verbessertes Wachstum mit
Saccharose als C-Quelle, im Vergleich zum Wildtyp 85-10, auf. Dies konnte wiederum auf der
gezeigten erhohten Synthese des AcnB-Proteins in einer acnA2 Deletionsmutante begriindet sein.
Vermutlich spielt AcnB neben der Verwertung von Citrat auch eine Rolle bei der Verwertung von

Saccharose, da es ein wichtiges Enzym des Hauptstoffwechselweges, des TCA-Zyklus, darstellt.

In vorlaufigen Untersuchungen zeigte eine Xcv acnA2 Deletionsmutante, ebenso wie eine acnA
Deletionsmutante, ein reduziertes Wachstum in 1 x MA-Medium (siehe Abb. 41; Anhang). Hierbei
wird davon ausgangen, dass vermutlich eine geringe O,-Versorgung einen limitierenden Faktor fiir
diese Mutanten darstellt. Eine Xcv acnB Deletionsmutante zeichnete sich, im Vergleich, durch ein
Wildtyp-&hnliches Wachstum aus.
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3.24 Die Doppeldeletion von acnA2-acnA und acnA2-acnB in Xcv zeigt
ebenfalls die Wichtigkeit von AcnA2 in der Citratverwertung und fur
das Wachstum in planta

Um die Rolle von AcnA2 im Zusammenhang mit einer mdglichen Regulation von acnA und acnB

beurteilen zu konnen, wurden die Xcv Doppeldeletionsmutanten 85-10AacnA2-acnA und

85-10AacnA2-acnB hinsichtlich ihres Wachstums in vitro mit Citrat als C-Quelle (Abb. 34), als auch
in planta mit dem Wildtyp 85-10 verglichen (Abb. 35). Wahrend beide Deletionsmutanten keine

Wachstumsunterschiede in MA-Medium im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen (Daten nicht gezeigt),

scheinen die Doppeldeletionen jedoch Auswirkungen auf das Wachstum von Xcv mit Citrat als

C-Quelle zu haben. In Abb. 34 wird deutlich, dass beide Deletionsmutanten ein reduziertes Wachstum

mit Citrat als C-Quelle im Vergleich zum Wildtypstamm aufwiesen. Die Deletionsmutante

85-10AacnA2-acnB zeigte, im Vergleich zur Mutante 85-10AacnA2-acnA ein starker reduziertes

Wachstum, vor allem in der exponentiellen Wachstumsphase.
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Abb. 34: Wachstumsanalyse der Mutanten 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnA im Vergleich

zum Wildtyp 85-10 mit Citrat als C-Quielle.

Mit Vorkulturen der Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB in MA-Medium wurden 4 ml MA-
Citrat-Medium (15 mM Na-Citrat) in Hungateréhrchen mit einer ODgy von 0,1 angeimpft und das Wachstum fiir 45 h bei
30 °C beobachtet und dokumentiert. Es wurde eine 4-fache Bestimmung durchgefuhrt.

Diese Ergebnisse bestétigten eine Rolle von AcnB in der Citratverwertung. Neben AcnB scheint aber
auch AcnA eine Bedeutung im Citratstoffwechsel zuzukommen, da die Deletion von acnA2-achA
ebenfalls zu reduziertem Wachstum von Xcv mit Citrat als C-Quelle fihrte, obwohl sich eine acnA2

Mutante bekanntlich durch verbessertes Wachstum auszeichnet (siehe 3.22). Dies weist darauf hin,
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dass das verbesserte Wachstum einer acnA2 Mutante mit Citrat als C-Quelle nicht allein in der
erhohten Synthese von AcnB begriindet liegt, sondern vermutlich auch in der erhdhten Synthese von
AcnA und eventuell auch in der Regulation von anderen wichtigen Gene des Citratstoffwechsels durch
AcnAZ2. Jedoch scheint AcnB eine wichtigere Rolle in diesem Zusammenhang zu spielen, da bereits
eine Einzeldeletion von acnB, im Gegensatz zu achA ein reduziertes Wachstum mit Citrat zur Folge
hatte (siehe 3.8 und 3.13). Es kann postuliert werden, dass neben AcnB auch AcnA in diesen
Zusammenhang von Bedeutung zu sein scheint. Mdglicherweise stehen AchA und AcnB auch unter
gegenseitiger Beeinflussung.

Die Abb. 35 zeigt das Wachstum der Xcv-Deletionsmutanten 85-10AacnA2-acnB und
85-10AacnA2-acnA im Vergleich zum Wildtypstamm 85-10 in Paprikablattern von Pflanzen des
Kultivars ECW.

85-10
85-10AacnA2-acnA
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Abb. 35: Wachstumsanalyse der Xcv Deletionsstamme 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB im
Vergleich zum Wildtyp 85-10 in Paprikablattern.

Es wurden voll entwickelte Blatter von 5-6 Wochen alten Paprikapflanzen (Kultivar ECW) mit Bakteriensuspensionen einer
Zelldichte von 5x10* cfu/ml der Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA2-acnA, 85-104acnA2-acnB und 85*AhreN infiltriert. Die
dargestellten Werte représentieren den Mittelwert von drei Proben, welche aus drei verschiedenen Pflanzen entnommen
wurden. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet. Das Experiment wurde dreimal durchgefiihrt

Auch hier war ein deutlich reduziertes Wachstum beider Mutanten zu erkennen. Dies verdeutlicht,
dass sowohl eine Doppeldeletion von acnA2-acnA als auch von acnA2-acnB zu einem reduzierten
Wachstum von Xcv in planta fuhrt. An dieser Stelle Iasst sich nicht ausschlieRen, ob das reduzierte
Wachstum der Xcv-Mutanten in planta durch die alleinige Deletion von acnA2 (wie in 3.16)
resultierte. Jedoch ist neben der gezeigten Rolle von AcnB in planta (3.4) auch eine Rolle von AcnA
denkbar. Diese Annahme wird gestitzt durch die Tatsache, dass die Generierung einer acnA-acnB

Doppelmutante, sowie einer acnA-acnB-acnA2 Dreifachmutante bis zum jetzigen Zeit nicht moglich
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war. Denkbar wére ein wichtiges Zusammenspiel zwischen AcnA und AcnB und dass ein Fehler der
drei Aconitase-Proteine die Uberlebensfahigkeit des Bakteriums unterbindet.

Auffallig ist, dass wéhrend des in planta Wachstum kein Unterschied zwischen den Xcv Mutanten
85-10AacnA2 -acnA und 85-10AacnA2-acnB wie bei dem in vitro Wachstum mit Citrat als C-Quelle
beobachtet werden konnte. Da in dem MA-Citrat-Medium keine Casaminoacids enthalten sind, konnte
dies darauf hindeuten, dass neben Citrat und Saccharose auch Aminoséauren als wichtige Substrate fiir

Xcv angesehen werden konnte.

3.25 Auswirkung der Deletionen von acnA, acnA2 und acnB auf die
Sensitivitat von Xcv gegentiber Menadion
Da die Generierung des Superoxidanions zu oxidativem Stess fiihrt, sollte die Sensititvitat der Xcv
acn-Deletionsmutanten gegeniiber Menadion untersucht werden. Bei Menadion handelt es sich um ein
Naphthochinon, welches eine cytotoxische Wirkung hat, da es bei dessen Reduktion zur Bildung des
Superoxidanions kommt und dies zu oxidativem Stress fiihrt. Die Analyse des Effekts des Menadions
auf das Wachstum von Xcv erfolgte mit Hilfe des sogenannten plate sensitivity assay (2.6.1.1). Hierfur
wurden die Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnB, 85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AacnA2-acnA und
85-10AacnA2-acnB der Chemikalie Menadion (15 uM) ausgesetzt und die Uberlebenden Kolonien
(cfu = colony forming untis) nach 2-3 Tagen bestimmt (Abb. 36).
Die Rate der tberlebenden Zellen wurde als surviving fraction in % dargestellt. Es wird deutlich, dass
eine vergleichbare Sensitivitat einer Xcv acnB- sowie einer acnA-Mutante gegeniiber Menadion im
Vergleich zum Wildtyp 85-10 festgestellt werden konnte. Die Uberlebensrate wies ca. 60 % im
Vergleich zum Wildtyp auf. Demnach fiihrt neben einer Deletion von acnB auch eine Deletion von
acnA zu einer erhdhten Sensitivitdt von Xcv gegeniiber Menadion. Eine Xcv acnA2- Mutante zeigte
hingegen nur noch ein Uberleben von ca. 20 %, wihrend weder die Xcv acnA2-acnA- noch die acnA2-

acnB- Mutante Uberlebensféhig in Gegenwart von Menadion war.
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Abb. 36: Analyse der Sensitivitat der Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnB, 85-10AacnA, 85-10AacnA2,

85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB gegentiber Menadion.

Die Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnB; 85-10AacnA, 85-10AacnA2, 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB wurden auf
die Sensitivitat gegentber, durch Menadion generierten, oxidativem Stress analysiert. Es wurden jeweils Verdiinnungen von
10 von Kulturen der exponentiellen Phase (ODggo = 0,6) auf MA-Agar-Platten mit 15 pM Menadion, sowie ohne Zusatz
plattiert. Nach 2-3 Tagen einer lichtgeschitzten Inkubation bei 30 °C wurden die Kolonien der Platten (colony forming units;
cfu) gezahlt. Zur Ermittlung der Uberlebensfahigkeit (surviving fraction) wurden die cfu der Platten mit Menadion durch die
cfu der Platten ohne Menadion dividiert und anhand der Werte fir den Xcv Wildtyp 85-10 ohne Menadion (= 100 %) in %
ausgedriickt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Aconitase-Proteine bedeutend wahrend einer Konfrontation mit ROS
bzw.Superoxidanionen sind. AcnA2 scheint hier eine wichtigere Rolle zu spielen als AcnB und AcnA,
jedoch ist auch ein Zusammenspiel der drei Proteine bei der Sensierung oder im Schutz gegen
oxidativen Stress denkbar.

3.26 AcnB reguliert die Expression des cit Gens

Es konnte kirzlich gezeigt werden, dass die Expression des Gens des Citrattransporters CitH von Xcv
in Tomatenpflanzen erhéht und dieser Transporter notwendig fur die Citrataufnahme ist (Tamir-Ariel
et al., 2011). Neben CitH existiert in Xcv ein moglicher zweiter Citrattransporter, welcher von cit
(XCV3602) kodiert wird (Thieme et al., 2005). Transkriptomvergleiche mit Gesamt-RNA des Xcv
Wildtypstammes 85-10 und der Xcv Deletionsmutante 85-10AacnB fiihrten eine ca. 4-fach erhohte
Expression von cit in der Mutante (3.9) im Vergleich zum Wildtyp auf. Somit scheint AcnB eine
reprimierende Wirkung auf die Expression von cit zu haben und spielt eine maRgebliche Rolle in der
Regulation des Citratstoffwechsels von Xcv.

Um dies zu bestatigen, wurde eine quantitativer Vergleich der Expression von cit durch gqRT-PCR mit
synthetisierter cONA aus Gesamt-RNA der exponentiellen und stationdren Wachstumsphase der Xcv-
Stdmme 85-10 und 85-10AacnB durchgefihrt. Die Abb. 37 zeigt die relativen Transkriptraten
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resultierend aus den Mittelwerten der Ct-Werte der PCR-Reaktion mit cit-spezifischen Primern unter
Beriicksichtigung der Differenzen der Expression des Gens der 16S rRNA der einzelnen Xcv-Stdmme.
Die relative Transkriptrate des Wildtyps 85-10 wurde hierbei auf 1,0 gesetzt. Aus der Darstellung geht
hervor, dass die Expression von cit in der exponentiellen Phase aufgrund einer Deletion von acnB um
einen Faktor von 2 erhoht, im Vergleich zum Wildtyp, vorlag, wahrend in der stationdren Phase eine

ahnlich hohe Transkription wie im Fall des Wildytpstamms zu verzeichnen war.
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Abb. 37: Quantitativer Vergleich der Expression von cit in der exponentiellen und der stationaren
Wachstumsphase der Xcv-Stdmme 85-10 und 85-10AacnB mittels gRT-PCR.

Es wurde Gesamt-RNA der Xcv-Stdmme 85-10 und 85-10AacnB in exponentieller und stationdrer Phase isoliert und cDNA
mit Random-Primern synthetisiert. Die qRT-PCR wurde mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden), sowie
dem Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Qiagen; Hilden) und cit-spezifischen Primern (Tab. 12; Anhang) durchgefihrt.
Die Transkription von cit wurde im Fall des Wildtyps 85-10 auf 1,0 gesetzt. Die relative Trankriptionsrate des cit-Gens der
eingesetzten Stdmme wurde aus Reaktionen von 3 biologischen Replikaten unter Beruicksichtigung der Spezifitéat, Effizienz
und den Transkriptionsunterschieden des Gens der 16S rRNA berechnet. Signifikanz, T-Test: *p < 0,05; ** p <0,01; *** p <
0,001.

Die Ergebnisse bestatigen, dass die Transkription von cit durch eine Deletion von acnB induziert wird,
wodurch vermutet werden kann, dass AcnB eine reprimierende Wirkung auf die Expression von cit
besitzt. Dies verdeutlicht die Rolle von AcnB im Citratstoffwechsel von Xcv und identifiziert AcnB als

direkten oder indirekten negativen Regulator des putativen zweiten Citrattransporters Cit.
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3.27 Einfluss des FLP-Proteins auf die Genexpression in Xcv85-10

Um neben der Rolle von FLP als Aktivator der Transkription von cydA (siehe 1.6) Hinweise auf
weitere regulierte Gene zu erlangen, wurde wie in 2.10.7 beschrieben, 10 png Gesamt-RNA aus
Xcv 85-10 und Xcv 85-10Aflp bzw. Zellpellets aus 10 ml Kultur (MA-Medium; ODgy = 0,8) zur
Microarray-Analyse (AG Anke Becker, Marburgg) bereitgestellt. Auch hier wurde ein Signifikanztest
mit Hilfe des Programms EMMA und eine Selektion relevanter Gene nach einem
p-Wert < 0,05 bzw 0,1, einem A-Wert (Signalstarke) > 5, einem M-Wert (log2 Verénderung der
jeweiligen Transkriptmenge zwischen beiden vergleichenden Stammen) > 1 bzw. < -1 und dem M-sd
(standard deviation des M-Wertes) durchgefiihrt. Ein M-Wert von 1 bzw. -1 steht fiir eine
differentielle Expression mit einem Faktor von 2.

Die Auswertung der Microarraydaten erfolgte ebenfalls unter Berlicksichtigung der A-Werte der
Negativkontrollen (empty slide bzw. spotting buffer). Diese wiesen Signalstarken von 4,37-4,72 auf.
Somit sollten Gene, welche tatséchlich durch eine Deletion von flp in ihrer Expression in Xcv
verandert sind eine deutlich héhere Signalstarke als die Negativkontrollen aufweisen. Einige Gene mit
hoch- bzw. herabregulierter Expression sind in Tab. 11 aufgelistet. Alle idendifizierten, differentiell

exprimierten Gene dieses Transkriptomvergleichs befinden sich in Tab. 13 (Anhang).

Tab. 11: Einige Gene mit veranderter Expression in Xcv 85-10Aflp im Vergleich zum Wildtyp Xcv
85-10

Genbezeichnung Putative Funktion p-Wert M-Wert M-sd A-Wert

empty 0,28 0,086 1,58 4,72

spotting buffer 0,31 0,006 0,15 4,32

hochregulierte Expression

XCV1972 Putative secreted protein 6,35E-07 1,39 0,47 8,16

XCV3877 Putative ABC transporter 1,14E-05 1,11 0,51 7,93
permease

rpsN;XCVv1012 rpsN 30S ribosomal protein  7,36E-08 1,07 0,29 8,38
S14

atpA; XCV3769  ATP synthase alpha chain 0,0002 1,00 0,65 7,86

herabregulierte Expression

cydA, XCV2535  Cytochrome D ubiquinol 1,69E-05 -1,366 0,654 8,58
oxidase, subunit I

cydX; XCV2537  Putative membrane protein  2,07E-06 -3,98 1,53 7,75

XCV2352 Putative carboxymuco- 4,60E-09 -7,05 1,49 8,76

nolactone decarboxylase;

Die Ergebnisse der Microarrayanalysen zeigten, dass die Expression des Gens XCV1972 um ein ca.
2,8 Faches erhoht im Vergleich zum Wildtyp 85-10 vorlag. Bei dem Genprodukt handelt es sich um

ein putatives, sekretiertes Protein mit unbekannter Funktion. Weiterhin konnte durch Vergleich der
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Transkriptome von Xcv 85-10 und Xcv 85-10Aflp (Tab. 11) eine ca. 2,2-fach erhthte Expression des
Gens einer putativen ABC-Transporterpermease (XCV3877) in der Xcv flp Mutante identifiziert
werden. Ebenso ist die Expression von rpsN (kodiert fir ein ribosomales Proetein) und atpA (kodiert
fiir die o-Kette der ATP Synthase) um ein 2-faches in der Mutante erhoht.

Gene mit einer herabregulierten Expression in der Xcv flp Mutante im Vergleich zum Wildtyp 85-10
stellen, neben cydA (ca. 2,6-fach), auch cydX (ca. 8-fach) und das Gen XCV2352 (kodiert fiir eine
putative Carboxymuconolactondecarboxylase) dar. Das Gen XCV2352 wies in der flp Mutante eine
stark verminderte Expression (ca. 14-fach) auf.

Die Ergebnisse zeigten, dass FLP im Vergleich zu FNR-dhnlichen Proteinen anderer Bakterien ein
kleines Regulon besitzt und, neben cydA, auch die Expression von cydX zu aktivieren scheint. Somit

stellt FLP eventuell ein Aktivator des gesamten cyd Operons dar.

3.28 FLP und AcnAZ2 regulieren die Expression von cydA

Neben der gezeigten Aktivierung der Expression von cydA durch FLPy, (siehe 1.6), konnte durch
Vergleiche der Transkriptome von Xcv 85-10 und Xcv 85-10AacnA2 durch Microarray-Analysen
ebenfalls cydA als target von AcnA2 identifiziert werden (3.18). Hier konnte durch den Einsatz von
Kulturen der exponentiellen Phase (ODgg = 0,6) eine Reprimierung der Expression von cydA in der
Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp 85-10 festgestellt werden. Um dies zu bestatigen, wurde
eine quantitative Analyse der Expression von cydA mittels gRT-PCR (2.10.6) durchgefiihrt. Die
Anzucht der Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA2, sowie 85-10AacnA und 85-10AacnB erfolgte in
1 x MA-Medium bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase mit einer ODgy von ca. 0,8
und der stationdren Phase mit einer ODg von ca. 1,5. Anschliefend wurde ebenfalls cDNA nach
erfolgter Gesamt-RNA-Isolierung der Stamme synthetisiert. Die qRT-PCR erfolgte wie beschrieben
mit cydA-spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 12; Anhang) und einer 1:50 Verdiinnung der jeweiligen
cDNA. Die relative Transkriptrate wurde unter Berlicksichtigung der Unterschiede in der Expression
der 16S rDNA (16S difference) der eingesetzten Stdmme, wie in 2.10.6 beschrieben, errechnet. Die
RNA-Menge des Wildtyps 85-10 wurde dabei auf 1,0 gesetzt. Die Ergebnisse der Reaktionen sind in
Abb. 38 graphisch dargestellt.

Auch in diesem Experiment konnte in der exponentiellen Wachstumsphase der Xcv Deletionsmutante
85-10AacnA2 eine geringere Expression von cydA (Faktor = 0,6) im Vergleich zum Wildtypstamm
85-10 ermittelt werden. Die Transkriptionsrate in der stationdren Phase zeigte hingegen keine
signifikanten Unterschiede zur Transkription im Wildtyp 85-10. Die Expression von cydA in der
exponentiellen und der stationdren Wachstumsphase der Deletionsmutanten 85-10AacnB und

85-10AacnA entsprach ebenfalls der Expression von cydA im Wildtypstamm 85-10.

93



Ergebnisse

Expression von cydA

J4 exponentielle Phase (ODgg = 0.8)

« M stationiirePhase (ODggg = 1,5)
08 —— e

06 I

04

relative Transkriptrate

02

85-10 85-10AacnA2 85-10AacnB 85-10AacnA

Abb. 38: Quantitativer Vergleich der Expression von cydA in der exponentiellen sowie der
stationdren Wachstumsphase der Xcv-Stamme 85-10AacnA2, 85-10AacnB und 85-10AacnA und

Wildtyp 85-10.

Es wurde cDNA mit Random-Primern (RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Schwerte)
nach erfolgter Isolation der Gesamt-RNA der Xcv-Stamme 85-10, 85-10AacnA, 85-10AacnA2 und 85-10AacnB aus Zellen
der exponentiellen bzw. stationdren Phase synthetisiert. Die qRT-PCR wurde mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Hilden), sowie dem Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Qiagen; Hilden) und cydA- spezifischen Primern (Tab.
12; Anhang) durchgefiihrt. Die Transkription von cydA wurde im Fall des Wildtyps 85-10 auf 1,0 gesetzt. Die relative
Trankriptrate des cydA-Gens der eingesetzten Stdmme wurde aus Reaktionen von 3 biologischen Replikaten unter
Beruicksichtigung der Spezifitat, Effizienz und den Transkriptionsunterschieden des Gens der 16S rRNA berechnet.
Signifikanz: *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Expression von cydA durch eine Deletion von acnA2 in Xcv in
exponentieller Phase leicht reduziert vorlag, wahrend diese durch eine acnB- und acnA-Deletion
unverandert blieb. In der stationdren Wachstumsphase entsprach die Expression in den gezeigten
Mutanten dem Niveau des Wildtyps. Dies deutet darauf hin, dass AcnA2 direkt oder indirekt an der
Regulation von cydA beteiligt ist und eventuell, neben FLP, einen zweiten Regultor von cydA
darstellen kdnnte bzw. an der Regulation eines zusétzlichen Regulators beteilgt sein kdnnte. Es hat den
Anschein als wére AcnA2 ausschlieflich in der exponentiellen Wachstumsphase fur die Regulation
der cydA Expression von Bedeutung.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle der Aconitasen von Xcv in der Sensierung von
Stressbedingungen und der Nutzung von C-Quellen im Apoplasten
von Wirtspflanzen

Pathogene Mikroorganismen sind wéhrend der Infektion ihres spezifischen Wirtes den
verschiedensten bekannten und unbekannten Faktoren ausgesetzt, welche der Abwendung einer
Verbreitung und Auslésung der Infektion dienen. Hierbei handelt es sich um Stressbedingungen,
welche hauptséchlich als Abwehrreaktion der Pflanze dienen und wahrend der Pathogen-Wirt-
Interaktion induziert werden. Die Anpassung, an sich &ndernde Bedingungen und damit verbundene
Entwicklung von Strategien zur Umgehung der Abwehr, sind daher essentiell fir das Uberleben des
Bakteriums und einem erfolgreichen Befall des Wirtes. Da die Stressfaktoren, wie die Bildung von
ROS und Limitierung von Eisen in den spezifischen Wirten wie Pflanzen und Tieren als Bestandteil
der Abwehr induziert werden, sind vermutlich auch die Abwehrstrategien der verschiedenen
pathogenen Mikroorganismen funktionell verwandt (Weinberg, 2009; Jittawuttipoka et al., 2010).
Weitere Stressbedingungen, die zu einer Abwehr der Wirtszellen gehéren, kénnen neben oxidativen
Stress und Eisenlimitierung auch die Freisetzung von Stickstoffmonoxid-Derivaten, pH-Wert
Anderungen sowie auch Substratlimitierung und Reduktion von Sauerstoff sein (Mehdy, 1996;
Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998; Nirnberger and Brunner, 2002; Somerville et al., 2002;
Jittawuttipoka et al., 2010).
Xcv und einige andere phytopathogene Mikroorganismen vermehren sich innerhalb des Apoplasten
des pflanzlichen Gewebes und dringen nicht in das Zellinnere ein. Um das Uberleben im Apoplasten
zu sichern, werden nicht nur extrazelluldre Proteine sekretiert und Effektoren in die Zelle transloziert,
sondern auch Proteine benétigt, welche Anderungen der apoplastischen Bedingungen sensieren und
eine Anpassung einleiten. Durch den begrenzten Raum des Apolplasten und der kontinuierlich
steigenden Bakteriendichte, wahrend des Befalls des Wirtes, stellen neben den erwédhnten Auftreten
von oxidativem Stress, als Teil der pflanzlichen Abwehr, auch die reduzierte Sauerstoffverfiigbarkeit
und eine Substratlimitierung mogliche Stressfaktoren dar. Da es sich bei Xcv um ein obligat aerob
lebendes Bakterium handelt, kann eine geringe Verflgbarkeit von Sauerstoff ebenso
wachstumslimitierende Folgen haben.

Gerade durch die Verbreitung im Apoplasten befindet sich das Bakterium in einen wichtigen

Kompartiment der Wirtspflanze. Der apoplastische Raum dient als Sauerstoffdepot und stellt einen

essentiellen Reaktionsraum dar, der zelluldre Gewebe miteinander verbindet (Felle, 2006). Er ist

beteiligt an dem Transport von Stoffen, an Enzymkatalysen, Abwehrmechanismen und am

Gasaustausch mit der Umwelt. Der Sauerstoffgehalt des Apoplasten spielt eine maligebliche Rolle fir
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den dort vorherrschenden pH-Wert, welcher einer der wichtigsten Parameter fiir den transmembralen
Transport von organischen Stoffen in die Zelle ist. Der Zustand der Hypoxie im Apoplasten ist sowohl
fur die Pflanze ein Stressfaktor, indem es dadurch zur Depolarisierung von Membranen kommt, als
auch fur das Bakterium. Die Existenz der Hypoxie sollte nicht von langer Dauer sein und muss daher
zur adaquaten Anpassung vom Bakterium sensiert werden. Neben reduzierenden O,-Bedingungen

kann auch, wie bereits dargestellt, eine Substratlimitierung ein wachstumshemmender Faktor sein.

4.1.1 Citrat und andere organische Sauren sowie Aminosauren als apoplastische
Haupt-C-Quellen flr Xcv und AcnB als wichtiges metabolisches Enzym

Die tatsachlichen Kohlenstoffquellen von Xcv im Apoplasten sind weitgehend unbekannt und nur
wenig untersucht. Altere Studien zeigten, dass einige intakte Xanthomonadenzellen verschiedener
Spezies kein Glukonat als C-Quelle verwerten konnten, aber Glukose ohne weiteres oxidiert wurde.
X. campestris pv.campestris und X. campestris pv. pruni sind in der Lage Glukose zu oxidieren,
wahrend X. campestris pv. phaseoli Glukonat nicht verwerten kann (Katznelson, 1955; Katznelson,
1958). Somit kommen Monosaccharide als Substrate und C-Quellen auch im Apolplasten der
Wirtspflanze fur Xcv in Frage. Jedoch zeigten Studien, dass Xcv ein unverdndertes Wachstum in
transgenen Pflanzen aufwies, welche in der Synthese einer zellwandgebundenen Invertase reprimiert
waren (Kocal et al., 2008; Kocal, 2011). Diese spaltet Saccharose in Glukose und Fruktose. Dies
deutete darauf hin, dass Hexosen nicht die Hauptenergiequelle fur Xanthomonas in den Wirtspflanzen
darstellen. Ebenso wurde entdeckt, dass die Aktivitdt der zellwandgebundenen Invertase von
Tomatenpflanzen bei Pathogenbefall anstieg, um den Energiebedarf fur Abwehrreaktionen durch
erhdhte Aufnahme der Hexosen in die Zellen zu decken (Swarbrick et al., 2006; Essmann et al.,
2008). Demnach ist es denkbar, dass Kohlenhydrate eher in geringen Mengen im Apoplasten und vor
allem wahrend der Infektion vorliegen. Somit muss auf andere Substrate zuriickgegriffen werden.
Bisher wurden keine Studien der apoplastischen Flissigkeit von Paprikablattern im Zusammenhang
mit Xcv durchgefiihrt. Jedoch existieren Studien der apoplastischen Metabolite von Tomatenpflanzen
nach Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato (Rico and Preston, 2008), wobei Succinat und
Citrat als die wichtigsten organischen Sauren im pflanzlichen Apoplasten identifiziert werden konnten.
Da beide Substrate im TCA-Zyklus fir den primdren Metabolismus, die Energiekonservierung und fir
die Bereitsstellung von Zwischenprodukten fiir Biosynthesen bendtigt werden, konnten diese
organischen Sduren auch als C-Quellen fir Xcv im pflanzlichen Apoplasten in Frage kommen.

Relevante Enzyme des Citratstoffwechsels sind die, in dieser Arbeit untersuchten Aconitasen, welche
wichtige und ubiquitar verbreitete Enzyme des TCA-Zyklus darstellen und Citrat als Substrat nutzen.
Ebenso sind diese aufgrund ihres [4Fe-4S]-Clusters bedeutend in der Sensierung von Eisen und ROS,

welche wachstumslimitierende Bedingungen fur Bakterien sind. Interessanterweise zeigte eine acnB-
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Deletionsmutante von Xcv ein reduziertes Wachstum in planta im Vergleich zum Wildtyp 85-10 (3.4;
Abb. 16, Abb. 17), jedoch hatte eine Deletion von acnB keinen Einfluss auf das in vitro Wachstum in
MA- und NYG-Medium (Anhang; Abb. 41; 3.7; Abb. 20). Des Weiteren flihrte eine Deletion von
acnB zu einem reduzierten Wachstum von Xcv in MA-Citrat- und MA-Saccharose-Medium im
Vergleich zum Wildtyp-Stamm (3.8; Abb. 21; 3.23, Abb. 33). Da diesen Medien keine Casaminoacids
zugeflgt wurden, konnten Citrat, Saccharose und auch Aminosauren als C-Quellen fiir Xcv in Frage
kommen und AcnB eine Rolle in deren Verwertung spielen. Es ist denkbar, dass AcnB in dieser
Hinsicht fir die Sensierung eines Signals bzw. Verwertung eines Substrats im Apoplasten bendtigt
wird.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Citrat ein wichtiges Substrat von Xcv im Apoplasten sein
konnte. Diese Annahme wurde, neben dem reduzierten in vitro Wachstum einer Xcv acnB
Deletionsmutante mit Citrat als C-Quelle auch durch die in vitro Anaylse einer Xcv acnA2
Deletionsmutante bestétigt. Diese Mutante wies ein verbessertes Wachstum in Minimalmedium mit
Citrat als einziger C-Quelle auf, was durch eine gezeigte, erndhte Synthese der AcnB- und AcnA-
Proteine zurtickzufthren ist (3.22; Abb. 32; 3.20, Abb. 30; 3.21, Abb. 31). Eine erhohte Synthese von
AcnB konnte auch bei einer Xcv roaX-roaY Deletionsmutante beobachtet werden (3.10, Abb. 22),
welches in einem verbessertem Wachstum mit Citrat als C-Quelle resultierte (3.11, Abb. 23). Eine Xcv
acnA Deletionsmutante zeichnete sich hingegen durch ein unveréndertes Wachstum im MA-Citrat-
Medium aus (3.13, Abb. 24). Diese Daten identifizieren AcnB als wichtiges Citrat-verwertendes
Enzym im Stoffwechsel von Xcv. Da eine Xcv acnB Mutante jedoch lediglich ein reduziertes
Wachstum mit Citrat als einziger C-Quelle aufwies und der Wildtyp bekannterweise nicht ohne eine
C-Quelle wachsen kann (Daten nicht gezeigt), scheint neben AcnB eine zweite Aconitase im
Citratstoffwechsel aktiv zu sein. Hierbei konnte es sich um AcnA und/oder AcnA2 handeln.
Die Vermutung, dass Citrat eine C-Quelle fiir Xcv im Apoplasten von Paprikablattern darstellt, stltzt
sich zusatzlich auf Studien einer Mutante des citH Gens in Xcv (Tamir-Ariel et al., 2011). Bei CitH
handelt es sich um einen Citrat:H*-Symporter, welcher notwendig fir die Aufnahme von Citrat
wahrend des Wachstums von Xcv in Tomatenpflanzen ist. Diese Untersuchungen identifizierten Citrat
eindeutig als eine apoplastische C-Quelle fiur Xcv in Tomate. Eine citH Mutante wies in
Tomatenpflanzen sowie in Minimalmedium mit Citrat ein reduziertes Wachstum auf, welches in vitro
in Vollmedium nicht beobachtet werden konnte. Die gleichen Entdeckungen konnten innerhalb dieser
Arbeit mit einer Xcv acnB Mutante in vitro und in planta mit Paprikapflanzen gemacht werden.
Weiterhin konnten Tamir-Ariel et al. (2011) feststellen, dass die Expression des citH Gens wahrend
des Wachstums von Xcv hochreguliert ist. In einer spéateren Studie wurde eine deutlich geringere
Citratkonzentration im Apoplasten der Bléatter von Tomatenpflanzen nach Wachstum des Xcv
Wildtyps und eines citH Komplementationsstammes im Gegensatz zum Wachstum einer citH Mutante
detektiert (Tamir-Ariel et al., 2011). Dies identifiziert Citrat eindeutig als C-Quelle von Xcv im
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Apoplasten von Tomate. Somit ist Citrat hochstwahrscheinlich auch eine C-Quelle fiir Xcv in Paprika,
was durch Untersuchung der Citratkonzentration im Apoplasten von Paprikablattern nach Wachstum
von Xcv in zukinftigen Arbeiten bestatigt werden sollte.
Citrat scheint als Kohlenstoffquelle nicht uniblich zu sein, da neben einigen anderen Bakterien
(Antranikian, 1987; Hugenholtz, 1993) auch einige enterobakterielle Spezies die Fahigkeit erlangt
haben, Citrat als Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen (Bott, 1997). Bei E. coli konnte durch die
Nutzung von TCA-Intermediaten wie Citrat, Isocitrat und Glutamat ein verbessertes Wachstum
beobachtet werden (Somerville et al., 1999). In verschiedenen Pseudomonas Spezies wurde belegt,
dass TCA-Intermediate bevorzugt vor Kohlenhydraten genutzt werden (Rahme et al., 1992). Somit ist
es denkbar, dass sich der Stoffwechsel von phytopathogenen Mikroorganismen durch Koevolution mit
dem Wirt an die dort verfligbaren C-Quellen angepasst hat (Tamir-Ariel et al., 2007).
Weiterfiihrend ist zunennen, dass in Studien von Tamir-Ariel (2011) ein erhhter pH-Wert, durch H*-
Symport, wahrend des Wachstums des Xcv Wildtyps in Minimalmedium mit Citrat als
C-Quelle im Gegensatz zum Wachstum einer citH Mutante vorlag. Es wurde postuliert, dass die
Citrataufnahme und -verwertung durch den simultanen H*-Import giinstige Bedingungen fiir das
Pathogen durch pH-Wert-Anderungen schafft. Es ist bekannt, dass Alkalisierung im Apoplasten des
Wirtes notwendig fir die erfolgreiche Vermehrung von vielen phytopathogenen Bakterien ist
(Atkinson and Baker, 1987a; Atkinson and Baker, 1987b; Alfano and Collmer, 2004). Die benannten
Unterschiede des pH-Wertes in vitro nach Wachstum von Xcv in der Studie von Tamir-Ariel (2011)
sind bisher unklar, da anhand von Genannotation ein weiterer Citrat:H" Symporter in Xcv existiert
(Thieme et al., 2005). Das Gen cit (XCV3602) kodiert ebenfalls einen Citrat:H*-Symporter, welcher
eine 72% ldentiat zu einem Citrat:H*-Symporter aus Klebsiella pneumoniae aufweist (Tamir-Ariel et
al., 2007).
Innerhalb dieser Arbeit konnte durch Transkriptomvergleiche eine hochregulierte Expression von cit
in einer acnB Mutante identifiziert werden (3.9). Dies ist ein weiteres Indiz fiir die Verwertung von
Citrat im Apoplasten von Paprikablattern und eine damit verbundene Rolle des AcnB Proteins. Die
Wichtigkeit von AcnB wahrend des Wachstums von Xcv in planta wird ebenso deutlich, durch eine
reduzierte Bildung einer HR in resistenten Paprikapflanzen sowie einer reduzierten Entwicklung von
Krankheitssymptomen bei Infiltration einer acnB Mutante von Xcv (3.5, Abb. 18). AcnB kann jedoch
nicht in Zusammenhang mit dem Typ-I11-Sekretionssystem oder dessen Regulatoren HrpX und HrpG
gebracht werden, da die Synthese von AcnB in einer hrpG und hrpX Mutante unbeeinflusst ist
(Kirchberg et al., 2012). Daher ist der reduzierte Phanotyp einer Xcv acnB Mutante in suszeptiblen
Pflanzen vermutlich nur auf das reduzierte Wachstum in planta zurlickzufiihren, wodurch es zu einer
verzogerten Ausbildung von Krankheitssymptomen kommt. Diese Annahme wirde jedoch nicht die
reduzierte Ausbildung einer HR bei resistenten Paprikapflanzen erklaren. Eventuell ist dies mit einem
generellen physiologischen Effekt, aufgrund des beeintrachtigten TCA-Zyklus einer Xcv acnB
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Mutante, verbunden. AcnB kénnte auch fiir die Etablierung von Xcv zu Beginn des Wachstums in den
Wirtspflanzen bendtigt werden.

Mit den Erkenntnissen der Regulation des cit Gens durch AcnB wadre es denkbar, dass auch der Cit-
Transporter eine wesentliche Rolle in der Citrataufnahme von Xcv spielt, wobei Cit entweder
zusétzlich zum CitH Transporter oder wirtsspezifisch in Paprikapflanzen fungieren kdnnte. Aufgrund
der Ergebnisse lasst sich vermuten, dass AcnB eine reprimierende bzw negative Wirkung auf die
Expression von cit ausiibt. Das Signal, welches eine Herunterregulierung der Expression von cit durch
AcnB bewirkt, ist bislang jedoch unverstanden. Mdglicherweise kénnte ein Signal aufgrund von
Citratverfligbarkeit die negative Regulation von cit durch AcnB aufgehoben werden oder eine
regulatorische Funktion von AcnB setzt hierbei erst nach ausreichender Citrataufnahme ein.

Ebenso konnte der Cit-Transporter eine Funktion fir den Citratexport bei intrazellularer
Citratakkumulation besitzen oder hauptséchlich zur Aufnahme von Metallionen in Komplex mit Citrat
dienen. Es ist bekannt, dass Citrat mit Metallionen, vor allem Eisen, Komplexe zum effizienten
Transport dieser Mikronahrstoffe bildet (Lopez-Bucio et al., 2000). Eisen ist im Apoplasten von
Wirtspflanzen meist in Form von Eisen-Citrat-Komplexen zu finden, da Citrat bei einem pH-Wert von
5,0-6,0, wie er im Apoplast von Tomatenbldttern vorliegt, ein effektiver Eisentrager ist (Jia and
Davies, 2007; Jones and Wildermuth, 2011). Die Citrattransporter CitN und CitM aus Bacillus subtilis
transportieren Citrat nur im Komplex mit Metallionen, jedoch kein freies Citrat (Krom et al., 2000).
Da in diesem Fall jedoch die Aufnahme von freiem Citrat in B. subtilis gezeigt wurde, wird (ber einen
dritten unbekannten Citrattransporter diskutiert. Obwohl durch alignments des Cit-Proteins Identititen
von 97 % zu einem Citrat-Carrier-Protein aus X. axonopodis pv. citri und von 97 % und 80 % zu
Citrat: H'-Symportern aus X. axonopodis und Pseudomonas syringae festgestellt werden konnten,
wirde eine Analyse des Wachstums einer cit Deletionsmutante in planta sowie in Minimalmedium
mit Citrat erst Aussagen liefern, ob das Cit-Protein tatsdchlich als Citrattransporter von Xcv fungiert.
Da fur CitH bereits ein Transport von Citrat gezeigt wurde (Tamir-Ariel et al., 2007), konnte Cit
eventuell eine Funktion hauptsachlich zur Eisenaufnahme durch Eisen-Citrat-Komplexe besitzen. Da
die Synthese von AcnB durch AcnA2 inhibiert wird bzw. auf einem geringen Level gehalten wird,
ware es denkbar, dass dies bei Eisenmangelbedingungen vorliegt. Hierbei kénnte AcnA2 als Apo-
Protein fungieren, wobei durch Inhibierung der Translation von AcnB eine Transkription von cit
erfolgen konnte. Es kénnte so zur Aufnahme von Eisen-Citrat-Komplexen durch den Cit-Transporter
erfolgen. Bei ansteigender, intrazellul&rer Eisenkonzentration wiirde AcnA2 als Holoenzym vorliegen

und die Inhibierung der Translation von AcnB aufgehoben werden.
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4.1.2 AcnAZ2 ist in die Regulation alternativer Stoffwechselwege von Xcv je nach
Substratverfugbarkeit involviert

Obwohl Citrat als wichtige C-Quelle von Xcv identifiziert wurde, ist das Bakterium jedoch durchaus in
der Lage Saccharose aufzunehmen und zu verwerten, da durch Genomsequenzierung von Xcv (Thieme
et al., 2005) ein Gen flr einen Saccharose-Transporter (sym; XCV3616) und fiir eine Saccharose-
Hydrolase (suh; XCWV3618) identifiziert wurde. Durch Transkriptomvergleiche der Mutante
Xcv 85-10AacnA2 mit dem Wildtyp-Stamm 85-10 kann davon ausgegangen werden, dass AcnA2 u.a.
Gene des Kohlenhydratstoffwechsels reguliert. Durch die Deletion von achA2 kommt es zum einen
zur Hochregulation der Expression von suh sowie des Gens zwf2, was fiir eine Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase kodiert. Ein weiteres Indiz ist ein besseres Wachstum von Xcv in Minimalmedium mit
Saccharose als mit Citrat, welches innerhalb dieser Arbeit beobachtet werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Jedoch geben diese in vitro Daten keine Auskunft tiber die Anwesenheit und Verfligbarkeit
dieser Substrate im Apoplasten von Pflanzen und deren Auswirkung auf die Vermehrung des
Bakteriums in diesem Kompartiment. Die Deletionsmutanten Xcv Asym und Xcv Asuh aus Studien von
Kocal et al. zeichneten sich im Minimalmedium mit Saccharose durch ein reduziertes Wachstum aus
(Kocal et al., 2008; Kocal, 2011). Jedoch spricht die Tatsache eines unveranderten Wachstums dieser
Mutanten in planta gegen eine zentrale Rolle von Saccharose fiir die Erndhrung von Xcv in
Wirtspflanzen. Diese Erkenntnisse stitzen die Vermutung, dass organische Sauren und auch
Aminosduren die apoplastischen C-Quellen fir Xcv in Paprikablattern darstellen und Mono- und
Disaccharide dort nicht in groBeren Mengen vorhanden sind. Da bekannt ist, dass es durch T3-
Effektoren zur Induktion von sogenannten SWEET genes in X. oryzae pv. oryzea kommt (Streubel et
al., 2013), welche fir einen Export von Saccharose in den Apoplasten verantwortlich sind, wird davon
ausgegangen, dass Kohlenhydrate zu Beginn des Wachstums von Xcv in planta nur in geringen
Konzentrationen im Apoplasten vorliegen und erst spéter in ihrer Menge zunehmen konnten. Citrat
und Aminosduren werden vermutlich als erste apoplastische Substrate zur Etablierung von Xcv
wéhrend des beginnenden Wachstums in Wirtspflanzen bendétigt.

Da in einer Xcv acnA2 Mutante neben einer erhohten Genexpression von suh und zwf2 ebenfalls eine
hochregulierte Expression von acnB, acnA und dem Gen einer putativen Citratsynthase (XCV1157)
vorliegt, lasst vermuten, dass AcnA2 sowohl als Regulator von Genen des Kohlenhydrat- als auch des
Citratstoffwechsels fungiert (3.18; 3.19). Die Citratsynthase katalysiert den ersten irreversiblen Schritt
des TCA-Zyklus, wobei Oxalacetat und Acetyl-CoA zu Citrat kondensiert werden. Studien mit
B. subtilis konnten zeigen, dass die Citratsynthase ein limitierendes Enzym des TCA-Zyklus darstellt
und eventuell die Synthese und Funktion der weiteren Schritte reguliert (Jin and Sonenshein, 1994).
Citrat besal in dieser Studie eine induzierende Funktion auf die Expression des Genes der

metabolischen Aconitase CitB. Die Anwesenheit von Glukose dagegen bewirkte eine
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Katabolitrepression der Expression von citB, der Synthese der Citratsynthase sowie eine Inhibierung
der Citrataufnahme (Kim et al., 2003). Dies spricht dafur, dass AcnA2 eine Rolle im
Citratstoffwechsel von Xcv zukommen kdnnte, wobei diese bei Citratanreicherung moéglicherweise die
Synthese der Citratsynthase und die Aufnahme von Citrat indirekt inhibiert. Somit ist es denkbar, dass
AcnAZ2 eine sensierende Funktion im Citratstoffwechsel haben kdnnte und die eventuellen, priméren
Stoffwechselenzyme Citratsynthase, AcnB und AcnA reguliert, durch Herunterregulation der
Expression von XCV1157, acnA und acnB.
Interessanterweise konnte ebenfalls ein reduziertes Wachstum einer Xcv acnA2 Deletionsmutante in
planta, jedoch ein verbessertes Wachstum in Minimalmedium mit Saccharose (3.23, Abb. 33), als
auch mit Citrat (3.22, Abb. 32) im Gegensatz zu einer Xcv achnB Mutante beobachtet werden. Dies
deutet darauf hin, dass das AcnA2 Protein eine andere Funktion als das AcnB Protein besitzt. Jedoch
scheint das reduzierte Wachstum einer acnA2 Mutante in planta nicht im Zusammenhang mit der
Citratverwertung zu stehen, da eine erhéhte Synthese von AcnB durch die Deletion von acnA2 keinen
Einfluss auf das Wachstum in Paprikablattern hat. Auch das reduzierte Wachstum einer acnA2-acnA
Mutante in planta (3.24, Abb. 35), die sich ebenfalls durch erhthte AcnB-Synthese auszeichnet,
bestétigt diese Vermutung. Offensichtlich scheint AcnA2 im Vergleich zu AcnB auf ein anderes
Signal im Apoplasten der Wirtspflanze zu reagieren und vermutlich eine wichtige genregulatorische
Funktion zubesitzen, wahrend AcnB eher Uber eine metabolische Funktion verfiigt. Da kein
verdndertes Wachstum einer Xcv acnB Mutante in vitro in MA-Medium, aber mit Citrat und
Saccharose als C-Quelle und ohne Zugabe von Casaminoacids beobachtet werden konnte, deutet diese
Beobachtung auf die Mdglichkeit von Xcv hin andere Substrate als C-Quellen nutzen zu kdnnen. Eine
Deletion von acnA2 hatte, neben einer erhdhten Expression von suh und zwf2, auch eine hohere
Transkription von sdh (XCV2245) zur Folge, welches fur die Fe-S-Untereinheit einer putativen
Succinat-Dehydrogenase kodiert. Das verbesserte Wachstum einer Xcv acnA2 Mutante mit Saccharose
als C-Quelle lag vermutlich in einer erhohten Aktivitét einiger Enzyme des Entner-Douderoff-Wegs
und des TCA-Zyklus zugrunde. Saccharose konnte durch induzierte Synthese von Suh schneller
abgebaut werden und durch eine induzierte Synthese von G6PD des Entner-Douderoff-Wegs kénnte
es eventuell zu einer verstarkten Bildung des Pyruvats gekommen sein. Durch die Induktion von
AcnB, Sdh (Succinat-Dehydrogenase) und CS (Citratsynthase) in einer Xcv acnA2 Mutante kénnte
eine verbesserte Energiekonservierung vorliegen, welche zum besseren Wachstum dieses Stammes
beigetragen hat.
Eine denkbare Strategie von Xcv im Apoplasten von Wirtspflanzen konnte hierbei eine effiziente
Regulation spezifischer Gene durch die Aconitasen zur Verwertung der vorherrschenden C-Quelle
sein. Da ein héheres Wachstum von Xcv-Wildtypstamm 85-10 mit Saccharose im Gegensatz zu Citrat
erreicht wird, werden vermutlich Glukose oder Saccharose als primdre Substrate préaferiert.
Madglicherweise werden die gegebenen Substratbedingungen und auch Stressfaktoren durch AcnA2
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sensiert, und die Regulation der Gene fiir den Kohlenhydrat- oder Citratmetabolismus eingeleitet.
Somit ware Xcv in der Lage effizient zwischen der Verwertung von verschiedenen Substraten
umzuschalten. Zukiinftige Analysen des Metaboloms des Apoplasten von Paprikablattern mit und
ohne Infektion von Xcv wiirden Metabolite identifizieren und quantifizieren und Veranderungen der
Metabolite durch Pathogenbefall aufdecken.

Da das Gen acnA2 im Genom von Xcv in direkter Nachbarschaft zu Genen des Methylcitratzyklus
lokalisiert ist und die Transkription von 2 Genen (XCV1156, prpD, Methylisocitratlyase; XCV1157,
Citratsynthase) durch eine Deletion von acnA2 hochreguliert waren, kdnnten auch kurzkettige
Fettsduren wie Propionat und Acetat mdgliche Substrate von Xcv darstellen. In einigen
Mikroorganismen befindet sich ein Gen eines homologes oder orthologes Aconitase A Proteins in
unmittelbarer Nahe eines Operons von Genen des Methylcitratzyklus, wie auch in Salmonella enterica
(Horswill and Escalante-Semerena, 2001). AcnA hat dort eine hohe enzymatische Aktivitat und
katalysiert die Hydratisierung von 2-Methyl-cis-Aconitat zu 2-Methylisocitrat. Des Weiteren konnte
auch gezeigt werden, dass AcnB die Funktion der Katalyse beim Fehlen von AcnA ausiben kann.
Auch in E. coli gibt es eine dritte Aconitase (AcnC), welche als 2-Methylcitrat-Dehydratase fungiert
und Citrat sowie auch Isocitrat als Substrate verwendet (Blank et al., 2002). Vorlaufige
Untersuchungen des Wachstums mit Propionat ergaben jedoch keine Wachstumsunterschiede
zwischen dem Xcv Wildtyp 85-10 und einer acnA2 Deletionsmutante (Daten nicht gezeigt). Allerdings
scheint AcnA2 die Expression der Gene der Methylisocitratlyase und der Citratsynthase in Xcv negativ
zu regulieren. Mdglicherweise konnte hier eine Schutzfunktion vorliegen, da 2-Methylcitrat ein starker
Inhibitor von Aconitasen und Citratsynthase ist (Roe et al., 1998; Horswill and Escalante-Semerena,
2001; Roe et al., 2002). Daher waére es denkbar, dass AcnA2 von Xcv bei beiden Substraten, Citrat und
Methylcitrat eine Rolle spielt. Hierbei konnten eine enzymatische Funktion in der Katalyse von Citrat
zu lIsocitrat sowie eine regulatorische Funktion als Apo-Protein durch Kontrolle der Regulation von

AcnB und AcnA in Frage kommen.

4.1.3 Das AcnA-Protein konnte eine Rolle bei reduzierten O,-Bedingungen
spielen

Im Gegensatz zu einer Deletion von acnB hat eine Deletion von acnA in Xcv keinen vergleichbaren
Einfluss auf das Wachstum in planta (3.14, Abb. 25) und auf die Bildung einer HR oder
Krankheitssymptomen in Paprikablattern (3.15, Abb. 26). Das deutet darauf hin, dass AcnA wahrend
des Wachstums von Xcv im Apoplasten keine wichtige Rolle hinsichtlich des Wachstums wie AcnB
zu spielen scheint. Jedoch zeigte sich bei dem Wachstum in planta nach 10 Tagen in der stationdren
Phase ein leicht reduziertes Wachstum einer acnA Deletionsmutante (3.14, Abb. 25). In dieser Phase

des Wachstums wurde postuliert, dass reduzierte O,-Bedingungen aufgrund der hohen
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Populationsdichte im Apoplasten vorherrschen kénnten und AcnA mdglicherweise eine Rolle fir Xcv
bei niedrigen O,-Konzentrationen spielt. Diese Annahme wird gestiitzt von einem in vitro Experiment
mit 6 ml MA-Medium in Hungateréhrchen. In diesem Experiment flihrte eine Deletion von acnA in
Xcv, im Gegensatz zu einer Deletion von acnB, zu einem reduzierten Wachstum in MA-Medium,
welches vor allem zu Beginn des Wachstums bzw. in exponentieller Phase beobachtet werden konnte.
In der stationdaren Phase wurde allerdings wieder die optische Dichte des Wildtyps erreicht (Anhang,
Abb. 41). Es kann davon ausgegangen werden, dass bei diesem Experiment keine optimale O,-
Versorgung im Medium gewahrleistet war, welche zu einem reduzierten Wachstum der acnA-Mutante
flhrte. Diese Annahme beruht auf einem Experiment, welches mit 4 ml MA-Medium in
Hungaterbhrchen  durchgefiihrt  wurde (Daten nicht gezeigt). Dort konnten keine
Wachstumsunterschiede zwischen Xcv Wildtyp, einer acnA- oder acnA2-Mutante, wie im gleichen
Experiment mit 6 ml MA-Medium, beobachtet werden. Da hier kein Substrat einen limitierenden
Faktor darstellen kann, wird davon ausgegangen, dass in 4 ml Medium eine bessere O,-Versorgung
vorlag. Das reduzierte Wachstum einer Xcv acnA Mutante dieses vorldufigen Experiments mit 6 ml
deutet somit darauf hin, dass AcnA eine Rolle bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen spielen kdnnte.
Eventuell fungiert AcnA als Sensor fiir Anderungen in den O,-Konzentrationen im Apoplasten
wahrend der Infektion von Wirtspflanzen.

Auch eine acnA2 Mutante zeigte in Minimalmedium (6 ml in Hungateréhrchen) ein reduziertes
Wachstum (Anhang, Abb. 41). Dies ist ein Indiz daftr, dass im Fall von AcnA2 und AcnA ein anderes
Signal existieren muss, als fur AcnB bzw. eine andere oder zusétzliche Funktion besteht. Da eine
Deletion von acnB keine Auswirkung auf das Wachtum in vitro mit 6 ml MA-Medium zeigte, scheint
die Anwesenheit von Aconitasen des Typ A ausreichend zu sein, wéhrend die in planta
Wachstumsanalysen zeigen, dass dort die Anwesenheit der Aconitase Typ B genugt und das Fehlen
von AcnA keine Auswirkungen auf die Etablierung von Xcv im Apoplasten hat. Da Aconitasen Fe-S-
Proteine sind, konnte eine Anderung im Sauerstoff- und/oder Eisengehalt als mogliches Signal,
wahrend des in vitro Wachstums in MA-Medium in Frage kommen. In einigen Mikroorganismen zahlt
bei den Aconitase-Typen A und B eher die Aconitase A als das O,- und ROS-resistentere Enzym,
welches als Regulator zum Uberleben des Bakteriums bei oxidativen Stress, Eisenlimitierung und
Né&hrstoffmangel dient (Cunningham et al., 1997) (Tang and Guest, 1999).

AcnA konnte daher auch eine Rolle in Xcv bei der intrazelluldren Sensierung von ROS oder O, im
Apoplasten spielen und sich durch eine héhere Resistenz gegeniiber ROS und O, auszeichnen.

Die Sauerstoffkonzentration im Apoplasten von Paprikblattern ist bislang unbekannt. Jedoch sind
Schwankungen in der Sauerstoffkonzentration innerhalb des Apoplasten allein schon durch die
photosynthetische Aktivitdt der Pflanze und dem herrschenden Tag-Nacht-Rhythmus bzw. dem
Wechsel von Dunkel-und Lichtreaktion denkbar. Theoretisch misste wahrend der Lichtreaktion mehr

O, vorhanden sein, als in der Dunkelreaktion, wo durch Photorespiration auch O, verbraucht wird
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(Wright et al., 2011). Es wurden Sauerstoffmessungen im Paprikablatt nach Infiltration durchgefihrt,
wobei jedoch keine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erreicht werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Hierbei wurde mit optisch isolierten O,-Sensoren gearbeitet, deren Spitze einem Durchmesser von
50 UM betrug. Damit kam es hdchstwahrscheinlich zur Zerstérung des umliegenden Blattgewebes, so
dass keine effiziente Messung der O,-Konzentration mdglich war. Mit fortschreitender Technik und
der Entwicklung von Sensoren mit geringerem Durchmesser kénnte in Zukunft eine Messung in
Spalt6ffnungen erfolgen, welche nur einen Durchmesser von weniger als ca. 10 uM aufweisen (Dr.
Gerd Hause, personliche Mitteilung).

Das Bakterium X. campestris pv. campestris besitzt eine Aconitase des Typ A (RpfA), welche in
diesem Organismus als die Hauptaconitase identifiziert wurde (Wilson et al., 1998). In Xcc fuhrt eine
Deletion von rpfA zur reduzierten Bildung von extrazellularen Enzymen und extrazelluldren
Polysacchariden (EPS). RpfA aus Xcc weist eine 95%ige Identitat in der Aminosauresequenz zum
AcnA-Protein aus Xcv auf. Das rpfA Gen gehdort in Xcc einem rpf Operon an, welches teilweise flr die
Bildung von Pathogenitétsfaktoren, wie extrazelluldren Polysacchariden verantwortlich ist. Einige rpf
Gene (rpfBFCHG) befinden sich auch in Xcv direkt stromaufwérts von acnA (Thieme et al., 2005;
Einleitung, 1.5), wobei das Genprodukt von rpfE aus Xcc eine Identitdt von 85 % zum Genprodukt
von rpfE aus Xcv aufweist. Das rpf Gencluster aus Xcc kodiert Proteine, welche fir die Synthese von
diffusionsfahigen Signalmolekiilen (DSF, diffusible signal molecules) benétigt werden (O'Connell et
al., 2013). Diese DSF vermitteln die Zell-Zell-Kommunikation (Quorum Sensing) zur Regulation von
diversen Prozessen der bakteriellen Virulenz (Von Bodman et al., 2003). Diese Proteine werden zu
verschiedenen funktionellen Kategorien, wie Biosynthese, DNA Replikation, oxidativem Stress,
Antibiotikaresistenz und intermedidren Stoffwechsel zugeordnet und werden vermutlich hauptséchlich
wahrend des Wachstums in planta benétigt (O'Connell et al., 2013). Somit kdnnte eventuell zum einen
ein Zusammenhang zwischen den Aconitasen in Xcv und der Bildung und Sekretion von
Endogluconasen, Proteasen und Polygalacturonatlyasen, wie im Fall von Xcc (Dow et al., 2000) oder
auch zur Synthese von DSF und zelluldren Prozessen wie z.B. bei Schutz gegen oxidativen Stress
bestehen.

Es bestehen bislang keine Hinweise auf eine regulatorische Funktion von AcnhA, da keine
Transkriptomvergleiche einer Xcv acnA Mutante mit dem Wildtyp durchgefiihrt wurden. Es ist jedoch
nicht auszuschlieflen, dass AcnA eine unterstiitzende oder stabilisierende Funktion fir AcnB einnimmt
oder an der Sensierung von spezifischen Signalen beteiligt ist. Bestatigend zu dieser Annahme ist auch
die Tatsache, dass es nicht moglich war eine acnB-acnA Doppelmutante, sowie ein acnB-acnA-acnA2
Dreifachmutante zuerzeugen. Interessanterweise besteht ein Indiz, dass AcnA aus Xcv eventuell durch
das Typ-lI-Sekretionssystem sekretiert wird (Daniela Buttner, persdnliche Information). Analysen
zeigten, dass AcnA im Zelluberstand nach Wachstum von Xcv 85-10 und nur sehr schwach im Fall

einer XxpsE Mutante zu detektieren war. Das xpsE Gen ist Bestandteil eines Genclusters fir das Typ-11-
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Sekretionssystem und eine Deletion dieses Gens fiihrt zum Verlust extrazellulérer bakterieller Enzyme
(Szczesny et al., 2010). Jedoch konnte dieser Effekt nicht eindeutig komplementiert werden, weshalb
weitere Analysen in diesem Zusammenhang durchzufiinren waren. Uber Aconitasen, die sekretiert
bzw. aus der Zelle transportiert werden, ist in anderen Organismen bislang nichts bekannt. Es ist
jedoch nicht auszuschlief3en, dass AcnA ein Substrat des Typ-I1-Sekretionssystems von Xcv darstellt
und aulerhalb der bakteriellen Zelle eine sensierende Rolle einnehmen konnte. Wenn AcnA
tatsachlich eine unterstiitzende Funktion fir die Rolle von AcnB im Citratmetabolismus einnimmit,
ware ein Zusammenhang von AcnA vielleicht in der Citratbereitstellung oder -verfiigbarkeit denkbar.
Eventuell konnte AcnA fiir die Rekrutierung von Citrat zum Citrattransporter der Zelle verantwortlich
sein und ebenso konnte auch Eisen in diesem Zusammenhang seinen Weg in die Zelle durch

Komplexbildung mit Citrat finden.

4.1.4 AcnA2 dient als moglicher Regulator der Eisenhomoéostase und im Schutz
gegentber oxidativem Stress

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass AcnA2 eine groRere Rolle im Stoffwechsel von Xcv
zukommt als bisher gedacht. AcnA2 kdnnte, vermutlich neben AcnA, in Prozesse der Anpassung an
die umgebenden Sauerstoffbedingungen involviert sein, welche die bereits erwahnten Ergebnisse des
in vitro Wachstumsexperiments der acnA2-Mutante zeigen.

Interessanterweise deuten die Transkriptomvergleiche des Xcv Wildtyps 85-10 und einer acnA2
Deletionsmutante darauf hin, dass die Expression von Genen wichtiger Enzymkomplexe der
Atmungskette durch eine acnA2 Deletion herabreguliert vorliegen (3.18). Hierbei handelt es sich um
petA, welches fiir eine Fe-S-haltige Untereinheit der Ubiquinol-Cytochrom-c-Reduktase mit Rieske-
Cluster kodiert. Weiterhin konnte mit quantitativer Transkriptionsanalyse gezeigt werden, dass ebenso
die Expression des cydA Gens in der Xcv acnA2 Mutante reprimiert vorlag. Dies wiirde bedeuten, dass
AcnA2 auch als ein Regulator fiir Redoxkomponenten der Atmungskette fungiert und somit an der
Anpassung von Xcv an die umgebenden Sauerstoffbedingungen beteiligt ist.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die gezeigte Sensitivitat der Xcv acnB- und achA-Deletionmutanten
gegeniiber Menadion, vor allem aber die erhéhte Sensitivitdt einer acnA2 Mutante (3.25, Abb. 36). Die
Uberlebensunfahigkeit einer Xcv acnA2-acnA bzw. einer acnA2-acnB Deletionsmutante in diesem
Experiment verdeutlicht ein Zusammenspiel der Aconitase-Proteine in Xcv bei oxidativem Stress. Da
die Xcv-Doppelmutanten 85-10AacnA2-acnA und 85-10AacnA2-acnB nicht in Gegenwart von
Menadion (berleben kdnnen, aber in planta zum Wachstum fahig sind, deutet dies darauf hin, dass
ROS zwar ein Stressfaktor im Apoplasten darstellen kann, aber dort kein wachstumslimitierender
Faktor fir Xcv ist. Interessanterweise konnte bei einem Transkriptomvergleich der Xcv acnA2

Deletionsmutante mit dem Wildtyp 85-10 eine erhghte Expression des Gens ohr (XCV0290) in der
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Mutante identifiziert werden. Dieses Gen kodiert flr ein Resistenzprotein gegen organische
Hydroperoxide, welche neben u. a. Peroxidasen und Glutathionperoxidasen eine Funktion in der
Detoxifizierung von organischen Hydroperoxiden und damit ROS besitzen (Fuangthong et al., 2001).
Neben einer erhéhten Menge an H,O, ist auch eine erhhte Menge an organischen Hydroperoxiden als
Teil der pflanzlichen Abwehr bei Pathogenbefall festzustellen (Sutherland, 1991). In X. campestris pv.
phaseoli zeichnete sich eine ohr Mutante durch eine erhdhte Sensitivitit gegentber
wachstumsinhibierenden, als auch letalen Konzentrationen von organischen Hydroperoxiden aus
(Mongkolsuk et al., 1998). Die Toxizitat der organischen Hydroperoxide bestehen darin, dass sie die
Fahigkeit besitzen, freie organische Radikale zu erzeugen, welche mit biologischen Molekilen
reagieren kénnen und zur Perpetuierung freiradikalischer Reaktionen fuihren (Halliwell, 1989; Akaike
et al., 1992). Die Sensitivitat der Deletionsmutanten gegenliber Menadion und die erhohte
Trankription des ohr Gens durch eine Deletion von acnA2 deutet darauf hin, dass die Aconitasen von
Xcv in der Sensierung von reaktiven Sauerstoffspezies oder in den Schutz der Zelle involviert sind.
Oxidativer Stress tritt vor allem hdufig wéahrend Pathogen-Wirt-Interaktionen auf und muss besonders
wahrendessen sensiert werden (Xu and Pan, 2000; Jittawuttipoka et al., 2010).

Besonders H,0O, scheint eine wichtige Komponente der pflanzlichen Abwehr, induziert durch
Pathogenbefall, zu sein (Xu and Pan, 2000). Auch in dieser Arbeit konnte das Vorhandensein von
H,O, in Paprikablattern nach Infiltration mit Xcv an den infizierten Blattbereichen durch
Diaminobenzidin-Farbung nachgewiesen werden (3.6.). Vor allem die bereits erwahnte Lethalitat der
Xcv-Doppelmutanten acnA2-acnB und acnA2-acnA bei Behandlung mit Menadion bzw. ROS deutet
darauf hin, dass die Aconitasen maligeblich in den Prozess der Sensierung von ROS beteiligt sind.
Daher sind Gene wie ohr von Bedeutung bzw. spielen ihre Produkte eine wichtige Rolle in der
Reaktion auf oxidativen Stress bei Pathogen-Wirt-Interaktionen.

Neben anderen Bakterien konnte auch in E. coli ein Zusammenhang zwischen Aconitasen und
oxidativem Stress gezeigt werden. Dort kam es in einer achB Mutante zur Akkumulation von Citrat.
Nach einer Behandlung der Zellen mit Paraquat, einem ROS-Generator, blieb die Akkumulation von
Citrat in einer acnB Mutante aus, wéhrend diese in einer acnA Mutante zunahm (Varghese et al.,
2003). Somit kam es zur Induktion von acnA und zur Komplementation des Verlustes von AcnB durch
AcnA und identifizierte AcnA als stressinduziertes Protein in E. coli. Ebenso konnte eine erhohte
Sensitivitat von acn-Mutanten in E. coli gegeniiber H,O, nachgewiesen werden (Tang et al., 2002). In
dieser Studie konnte eine Transkriptstabilisierung von sodA, dem Gen einer Superoxiddismutase,
durch AcnA als Apo-Protein gezeigt werden. Es wird vermutet, dass Aconitase-Proteine als
schiitzender Puffer gegen basalen oxidativen Stress fungieren, der wahrend des aeroben Wachstums
als Quelle fir ROS auftritt. Gerade die Entdeckung der erhohten Expression wichtiger Gene durch

Transkriptomanalysen einer Xcv acnA2 Mutante im Vergleich zum Wildtyp innerhalb dieser Arbeit,
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lasst vermuten, dass diese Regulation von AcnA2 in dessen Apo-Form als posttranskriptioneller
Regulator stattfindet.
Ein weiterer Zusammenhang von AcnA2 und ROS, ist die benannte erhohte Expression des Gens
einer Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (zwf2) durch eine acnA2 Deletion und die Hochregulierung
der Expression des Gens einer Succinat-Dehydrogenase (XCV2242) durch eine Deletion von acnB in
Xcv. Beide Proteine sind ROS-Generatoren wahrend der Atmung und die Succinat-Dehydrogenase
zusétzlich ein membranstandiges Enzym des TCA-Zyklus (Mracek et al., 2013). Mdglicherweise
kénnte AcnA2 auch durch seine Regulation der Expression von acnB dazu beitragen, die Bildung von
ROS in der Zelle niedrig zu halten.
Aufgrund des Fe-S-Zentrums sind Aconitasen neben oxidativem Stress auch sensitiv gegeniber
Eisenlimitierung und spielen vermutlich in der Wirtspflanze eine wichtige Rolle neben der Sensierung
von ROS, auch in der Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase. Es ist bekannt, dass neben Citrat auch
Eisen ein essentielles Element fur den Metabolismus vieler Organismen darstellt und die Regulation
von Eisen und Citrat sowohl zellulér als auch systemisch kritisch fur die normale Zellphysiologie und
das Uberleben ist (Tong and Rouault, 2007).
Da Eisen einen sehr lebenswichtigen Faktor darstellt, ist es unwahrscheinlich, dass Eisen in
Wirtspflanzen fiir eindringende Mikroorganismen einfach zugénglich ist (Expert et al., 1996). In
vielen Bakterien konnte bereits eine Verbindung zwischen Aconitasen und dem Eisenmetabolismus
identifiziert werden. So wurde in Pseudomonas aeroginosa durch die Anwesenheit von Eisen eine
erhdhte Aktivitdt der Aconitasen bzw. eine reduzierte Aktivitdt durch Eisenlimitierung gezeigt
(Somerville et al., 1999). In Xcc konnte eine Verbindung zwischen RpfA, der Hauptaconitase, und
dem Eisenmetabolismus beobachtet werden (Wilson et al., 1998). Hier kam es in einer rpfA Mutante
zur Reduktion der intrazellularen Eisenkonzentration im Vergleich zum Wildtyp. Es folgte eine
Bindung von freiem Eisen an Proteine, um die intrazelluldre Eisenkonzentration niedrig zu halten und
die Zelle dadurch vor der Bildung von ROS zu schiitzen. In diesem Zusammenhang wurde postuliert,
dass die Aconitase von Xcc, ahnlich wie bei Legionella pneumophila, das "major iron-containing
enzyme" darstellt (Mengaud and Horwitz, 1993) und RpfA mit dieser Rolle einen Einfluss auf die
Verteilung von Eisen zwischen den Zellkomponenten haben kénnte. Obwohl Untersuchungen zum
Eisenmetabolismus in Xcv im Zusammenhang mit Aconitasen noch nicht durchgefiihrt wurden, gibt es
durch Transkriptomvergleiche dennoch Indizien fir einen Einfluss der Aconitasen auf den
Eisenstoffwechsel. Durch Microarray-Analyse einer Xcv achnA2 Mutante konnte eine herabregulierte
Expression des fur Gens (XCV1560) identifizert werden (3.18). Fur ist in Bakterien ein
transkriptioneller Repressor fir Gene der Eisenaufnahme und Eisen-regulierter Gene und stellt einen
zentralen, wichtigen Regulator der intrazellularen Eisenhomoostase dar (Jittawuttipoka et al., 2010).
Bei eisenreichen Bedingungen dient Fe®* als Korepressor, wobei der Fur-Fe*-Komplex die
Expression von Fur-regulierten Genen reprimiert. Ist Eisen dagegen limitierend, liegt das Fur Protein
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inaktiv vor, was zur Expression der Fur-regulierten Gene fuhrt (Bagg and Neilands, 1987). Ebenso
werden von Fur auch Gene reguliert, die in andere wichtige Zellprozesse wie oxidativen Stress,
Toxinproduktion und Virulenz involviert sind (Kitphati et al., 2007; Cha et al., 2008). Die Studien
einer fur Mutante in Xcc zeigten, dass Fur dort die Funktion eines Repressors fiir Gene der
Siderophorsynthese ist (Jittawuttipoka et al., 2010). AuBerdem zeichneten sich die fur Mutanten durch
einen aeroben Wachstumsdefekt aus, welcher durch die erhdhte Eisenaufnahme und intrazellularer
Konzentration begriindet lag. Somit ist es denkbar, dass Fur ebenfalls eine derartige Rolle in der
Eisenhomdostase in Xcv spielen konnte und eine Regulation durch AcnA2 stattfindet. Die
Untersuchung einer Xcv fur Mutante hinsichtlich der Genregulation, des Wachstums und der
Sensitiviat gegenlber eisenlimitierenden Bedingungen, sollten Bestandteil zukinftiger Arbeiten sein.
Ein anderer Hinweis der Wichtigkeit von Aconitasen im Eisenmetabolismus von Xcv ist die Tatsache,
dass in einer Xcv acnB Mutante die Transkription von hemT (XCV2661) hochreguliert vorliegt (3.9).
Dieses Gen kodiert ein putatives Einzeldoméanen-Hamerythrin, wéhrend in anderen Bakterien auch
Multidoménen-Hé&merythrine vorkommen (French et al., 2008). Aufgrund ihres Histidin-gebundenen
2Fe-Zentrums werden als mdgliche Funktionen von H&merythrinen die Bindung von O, zur
Speicherung bzw. die Bindung von O, als sensorischer Mechanismus oder die Eisenbindung zur
Speicherung angenommen. Die Regulation eines solchen Proteins durch AcnB verdeutlicht die Rolle
der Aconitasen im Eisenstoffwechsel von Xcv. Die Transkription von hemT konnte hierbei indirekt
auch durch AcnA2 stattfinden, durch dessen Reprimierung der Expression von acnB. Da dieses
HemT-Protein in Xcv in Relation zum Eisenmetabolismus und zur O,- Verwertung stehen konnte,
sollte es zukinftig hinsichtlich seiner Bindung zu Eisen und Sauerstoff untersucht werden. Die
Analyse einer Xcv hemT Mutante unter Eisen- und O,-limitierenden Bedingungen kdnnte einige
Aussagen zu den Funktionen des Genprodukts liefern.

Ein anderes bedeutendes Gen, dessen Expression in einer Xcv acnA2 Deletionsmutante herabreguliert
vorliegt, ist baf (XCV0526). Dieses Gen kodiert fur ein Bakterioferritin-assoziiertes Ferredoxin und
bildet einen weiteren Zusammenhang zwischen Eisenhomoostase und AcnA2 in Xcv. Hier besteht das
Indiz, dass AcnA2 ein Aktivator des Gens bzw. in die Aktivierung der Transkription von baf
involviert ist. Studien des Bakterioferritin-assoziiertes Feredoxins von E. coli und P. aeroginosa
identifizierten es als ein [2Fe-2S]-Cluster-haltiges Protein (Garg et al., 1996). Signifikante Ergebnisse
dieser Studie fUhrten auf, dass die Funktion des Bakterioferritin-assoziierten Ferredoxins in einer
Mobilisierung des Eisens vom Bakterioferritin liegt. Somit lag unter eisenlimitierenden Bedingungen
das Gen des Bakterioferritin-assoziierten Ferredoxins (bfd) hochreguliert vor (Ochsner et al., 2002).
Maoglicherweise ist ebenfalls eine Aktivierung von baf durch AcnA2 in Xcv, gerade unter
eislenlimitierenden Bedingungen, vorhanden. Auch hier sollten zukinftige Untersuchungen einer Xcv

baf Mutante Aufschluss uber die Funktion des Genproduktes liefern.
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Neben einer moglichen Regulation von Genen, wie baf und hemT durch AcnA2 in Xcv, welche
vermutlich in den Eisenmetabolismus involviert sind, existieren auch Hinweise fir eine Regulation
von Genen durch AcnA2, welche fur TonB-abhangige Proteine der &uferen Membran kodieren
(XCV3297, XCV3085) (3.18). Die tonB Gene in Xcc konnten als essentiell fir die Eisenaufnahme
bzw die Aufnahme von Eisensiderophoren detektiert werden, da eine Xcc tonB Mutante in der Fe3*-
Aufnahme beeintrachtig war und dies eine Zunahme der extrazellularen Siderophore zur Folge hatte
(Wiggerich et al., 1997; Vorhdlter et al., 2012). Da in Xcc die Bildung von Siderophoren durch Eisen
reguliert ist, kdnnte diese Relation auch fur Xcv denkbar sein, sowie eine TonB-abhangige Aufnahme
von Eisensiderophoren, bei dessen Regulation maglicherweise AcnA2 eine Rolle spielt.

In P. syringae pv. tomato DC3000 wurden ebenfalls Siderophore analysiert. Neben Yersiniabactin und
Pyoverdin wurde Citrat als drittes Siderophore entdeckt, welches notwendig flr das Wachstum unter
eisenlimitierenden Bedingungen ist (Jones and Wildermuth, 2011). Eventuell kénnte auch Citrat bei
Xcv neben der Funktion als Substrat eine Funktion als Siderophore zukommen und die Aconitasen, vor
allem AcnAz2, als bifunktionales Protein und Regulator von Genen des Kohlenstoff-, Citrat- und
Eisenmetabolismus und fiir Schutz vor oxidativen Stress in Zusammenhang gebracht werden.

Ein anderer interessanter Aspekt ist die erhohte Expression von plasmidkodierten Genen (p38; virB2,
XCV0042; virB4, XCV0041), welche fur sekretierende Proteine des TyplV-Sekretionssystems
kodieren. Das TyplV-Sekretionssystem stellt eine Besonderheit der Gattung Xanthomonas unter den
phytopathogen Mikroorganismen dar (Souza et al., 2011). Diese Sekretionssysteme beféhigen zur
Translokation von Proteinen und/oder Protein-DNA-Komplexen ins extrazelluldre Milieu, zur DNA-
Aufnahme, zum horizontalen Gentransfer mit anderen Bakterien oder eukaryotischen Zellen, zur
Sekretion von Toxinen und zur Injektion von Virulenzfaktoren (Backert and Meyer, 2006). In vielen
Fallen tragt es zur effizienten Besiedlung und zur Umgehung des Immunsystems des Wirtes bei und
ist in einigen tierpathogenen Mikroorganismen, wie Legionella pneumophila, untersucht worden
(Ninio and Roy, 2007). Daher konnte es die Aconitasen AcnB und indirekt auch AcnA2, durch

Regulation von acnB, in Zusammenhang mit der Virulenz des Bakteriums bringen.

Seitdem Eisen, Eisensiderophore und oxidativer Stress als Signale wéhrend Pathogen-Pflanzen-
Interaktionen bekannt sind und Aconitasen aufgrund ihres Fe-S-Zentrums und ihrer Bifunktionalitét
als Sensoren derartiger Bedingungen diskutiert werden (Expert et al., 1996; Wojtaszek, 1997; Wilson
et al., 1998; Tang and Guest, 1999; Xu and Pan, 2000; Tang et al., 2002; Jittawuttipoka et al., 2010;
Cvetkovska and Vanlerberghe, 2012), ist es weiterhin wichtig die Aconitasen von Xcv wahrend der

Infektion von Paprikapflanzen zu studieren.
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4.2 AcnA2 aktiviert die Expression des Gens einer Cytochrom-d-
Ubiquinol- Oxidase neben FLP als Hauptaktivator

Bei Xcv handelt es sich um ein obligat aerob lebendes Bakterium, bei dem die Verfugbarkeit von
Sauerstoff fir das Wachstum essentiell ist. Da es sich im Apoplasten, einem zentralen Kompartiment
der Wirtspflanzen vermehrt und vermutlich innerhalb des Wirts Schwankungen in den
Sauerstoffkonzentrationen u.a. durch Photosynthese ausgesetzt ist, mussen sensitive, bakterielle
Mechanismen existieren, die diese Schwankungen aufgreifen und der Stoffwechsel folgend an die
verfligbaren Ressourcen angepasst wird. Wichtige Proteine unter aeroben Wachstumsbedingungen
stellen die eisenhaltigen Cytochrome dar, welche terminale Oxidasen der Atmungskette sind. Alle
untersuchten aerob lebenden Bakterienspezies besitzen, aus dem genannten Grund der Anpassung an
verfligbaren Sauerstoff, mehrere respiratorische Oxidasen (Anraku, 1988; Kai et al., 1992). Xcv besitzt
die Gene fir drei terminale Cytochrom-Oxidasen (Thieme et al., 2005). Hierbei handelt es sich um die
Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase (cydABX), die Cytochrom-o-Ubiquinol-Oxidase (cyoABCD) und
eine Cytochrom-aas;-Oxidase (mehrere cta Gene).

FLP stellt bekanntlich einen Aktivator der cydA Expression in Xcv dar (Heinz, 2011; Hoppe, 2013).
Dies konnte auch innerhalb dieser Arbeit durch Transkriptomvergleiche zwischen Xcv Wildtyp 85-10
und einer Xcv flp-Mutante bestatigt werden. Eine Deletion von flp zeichnete sich durch eine
herabregulierte Expression der Gene cydA (Faktor ca. 2,7) und cydX (Faktor ca. 8) aus, welche fiir
Untereinheiten der putativen Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase kodieren (3.27). Die Cytochrom-d-
Ubiquinol-Oxidase zeichnet sich in anderen Mikroorganismen durch eine hohe Affinitat gegeniber
Sauerstoff aus (Mason et al., 2009) und kénnte vor allem fiir Xcv wahrend der Pathogen-Wirt-
Interaktion von Bedeutung sein. Untersuchungen vorheriger Studien zeigten, dass unter optimaler O,-
Versorgung sehr wenig cydA Transkript in den Zellen vorhanden war im Vergleich zu O,-
limitierenden Bedingungen (Heinz, 2011). Dies spricht fir eine regulatorische Rolle von FLP
hinsichtlich der cyd Expression gerade bei O,-&rmeren Bedinungen, denen Xcv vermutlich im
Apoplasten von Wirtspflanzen in einer spaten Wachstumsphase und/ oder wéhrend der Dunkelheit
ausgesetzt ist. Das FLP in diesem Fall als Aktivator fungiert, bestatigten 454 Sequenzierungen durch
die Identifizierung der Transkriptions-Initiations-Stelle von cydA (Schmidtke et al., 2012). Die FLP-
Bindestelle stromaufwarts von cydA konnte hierbei in der Region um -41 lokalisiert werden. Dies
zeigt, dass es sich bei dem Promotor von cydABX um einem Klasse-11-Promotor handelt, welche sich
in der Region nahe -41,5 zum Startpunkt befinden und ein FNR-&hnliches Protein dort als Aktivator
bindet (Blake et al., 2002). Dieses Beispiel einer Aktivierung eines Gens einer Cytochrom-d-
Ubiquinol-Oxidase durch ein FNR-&hnliches Protein unter O,-reduzierten Bedingungen ist in
Bakterien bisher einzigartig. In E. coli liegt FNR unter aeroben Bedingungen inaktiv, durch den

Verlust des Fe-S-Clusters vor und ist nicht mehr zu einer DNA-Bindung féhig, wodurch die
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Reprimierung der Expression der Gene der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase (cydAB) aufgehoben
wird (Cotter et al., 1990).

Durch Austausche des Glutamat (E214) und des Serins (S217) der DNA-Bindedoméne des FLP
Proteins mit Alanin, konnte eine verminderte Aktivierung der cydA Transkription mittels gRT-PCR
festgestellt werden (Hoppe, 2013). Es wurde postuliert, dass diese AS-Austausche eine verminderte
Bindefahigkeit des Proteins an die DNA zur Folge hat. Im FNR Protein von E. coli ist die AS
Glutamat(E209) neben Serin (S212) in der DNA Bindedomane essentiell fur die DNA-Erkennung.
Durch den Austausch des Glutamats zu Aspartat in der FNR-Bindedomédne kam es nicht zur
Aktivierung eines FF (FNR-Bindestelle)-lacZ-Fusion-Konstruktes durch Bindeverlust des Proteins.
Des Weiteren wiesen AS-Austausche (V206R und E209D) und (V208R, S212G und G216K) der
DNA-Bindedoméne Verdnderungen der FNR Bindungsspezifitat auf (Spiro et al., 1990). Da diese
essentiellen AS auch in der DNA-Bindedomane von FLP konserviert vorliegen, kann davon
ausgegangen werden, dass FLP an der FLP-Bindestelle stromaufwarts von cydA zur Aktivierung der
Genexpression unter semiaeroben Bedingungen bindet.

Interessanterweise konnten durch Transkriptomvergleiche von Xcv-Deletionsmutanten 85-10AacnB,
85-10Aflp und 85-10AacnA2 mit dem Wildtyp 85-10 durch Microarray-Analysen eine Verbindung
zwischen Aconitase-Proteinen und dem FLP-Protein in der Regulation einiger dieser Gene identifiziert
werden. Die Expression des cydA Gens konnte ebenfalls durch eine Deletion von acnA2 als
runterreguliert identifiziert werden (3.28, Abb. 38 und Tab. 10). Demnach scheint AchA2 ebenso wie
FLP einen Aktivator der cydA Expression darzustellen. Bestatigend hierfur ist eine 3-fach erhohte
Expression wvon cydA in einem Komplementationsstamm einer Xcv acnA2 Mutante
(Xcv 85-10AacnA2+pL6acnA2), wo acnA2 plasmidkodiert vorliegt (Hoppe, 2013). In diesem Stamm
ist das AcnA2 Protein offenbar in einer hoheren Kopienzahl vorhanden im Vergleich zu einer
chromosomalkodierten ~ Expression von acnA2. Ein é&hnliches Ergebnis zeigte der
Komplementationsstamm Xcv 85-10Aflp + pL6flp. Weiterhin fiihrte eine zusétzliche Deletion von
acnA2 im Genom einer flp Mutante mit plasmidkodierten, verdnderten flp (FLP E214A) zu einem
kompletten Verlust der Expression von cydA, obwohl ein flp Transkript nachgewiesen werden konnte
(Hoppe, 2013). Diese Daten deuten darauf hin, dass neben FLP auch AcnA2 ein Aktivator der cydA
Transkription ist. AcnA2 scheint jedoch eher ein indirekter Aktivator der Transkription von cydA zu
sein, da eine Deletion von acnA2 nur zu einer leicht reduzierten Expression des cyd Operons fihrt,
wéhrend durch eine Deletion von flp kaum nachweisbare Transkripte von cydA vorhanden sind.
Vermutlich verfugt AcnA2 in diesem Zusammenhang (ber eine unterstiitzende Rolle fiir FLP. AcnA2
kénnte hierbei bei hohen O,-Konzentrationen als Apo-Protein vorliegen und die Translation der cydA-
mRNA blockieren oder diese posttranskriptionelle Rolle kdnnte durch die aktive Holo-Form von
AcnA2 unterbunden werden. Ebenfalls ist eine Proteinwechselwirkung zwischen FLP und Holo-

AcnA2 zur Aktivierung der Expression von cydA nicht auszuschlieBen. Die Daten deuten darauf hin,
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dass AcnA2 wahrscheinlich fir die Feinregulation der Synthese der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase
verantwortlich ist. Kiinftige Experimente mit Cystein-Aminoséureaustauschvarianten von AcnA2
sollten die moglichen Rollen der Apo- bzw. Holo-Formen des Enzyms klaren.
In E. coli ist die Existenz eines zweiten, zusatzlichen Regulators im Fall der Regulation des narGHIJ
Operon bekannt, welches flr eine Nitratreduktase kodiert. In diesem Fall wird die Aktivierung des
Operons durch den zusatzlichen Regulator NarL um ein 10-faches gesteigert im Vergleich zur
alleinigen Aktivierung durch FNR. Die regulatorisch unterstitzende Funktion von NarL tritt jedoch
nur unter Anwesenheit von Nitrat auf (Li and DeMoss, 1988).
Interessanterweise zeigten Transkriptionsvergleiche einer acnA2 Mutante mit dem Wildtyp Xcv 85-10,
dass neben einer Regulierung des cydA Gens auch eine erhdhte Transkription des petA Gens
(XCV2634) vorlag. Dieses Gen kodiert eine Rieske Fe-S-haltige Untereinheit der Ubiquinol-
Cytochrom-c-Reduktase bzw. des Cytochrom-bcl-Komplex der Atmungskette. Dieser Komplex ist fiir
die Bildung des elektrochemischen Gradienten (ber der Zellmembran wichtig, da er als
Oxidoreduktase Elektronen von Ubichinon auf Cytochrom c tbertragt (Rieske et al., 1964; Mitchell,
1975; Daldal et al.,, 1987). In Prokaryoten wird vermutet, dass durch Rieske Proteine der
Elektronentransfer an die gegeben Umweltbedingungen angepasst werden kdnnen (Schneider and
Schmidt, 2005). In vielen Organismen wird der Cytochrom-bcl-Komplex von dem Operon petABC
kodiert, welches auch in Xcv zu finden ist (Thieme et al., 2005). Die Gene petB und petC befinden
sich hierbei stromaufwaérts des petA Gens. Die hochregulierte Expression von petA in einer Xcv acnA2
Mutante riickt AcnA2 zusétzlich in das Licht eines Proteins, welches in die Regulation der Gene der
terminalen Oxidasen von Xcv in Anpassung an unterschiedliche O,-Konzentrationen involviert ist.
Andere bekannte Verbindungen von FNR-ahnlichen Proteinen zu Aconitasen existieren in S.enterica.
Die Expression von AcnhA wird hier allerdings durch das cAMP-Rezeptor-Protein (CRP, bei
Glukosemangel), dem Fumarat-Nitrat-Reduktase Regulator (FNR, bei O,-Limtierung), dem
Eisenaufnahmeregulator (Fur, bei Eisenlimitierung) und dem Superoxidstress-Regulator (SoxR, bei
oxidativen Stress) reguliert (Baothman et al., 2013).
Ein weiterer Zusammenhang zwischen Aconitasen und der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase in Xcv
zeigt die reduzierte Transkription von cydX durch eine Deletion von acnB (3.9). Das Gen cydX gehort
dem cyd-Operon (cydABX) an und kodiert vermutlich fir eine Unterheit des Proteins (Hoppe, 2013).
Demnach scheint AcnB eine induzierende Wirkung auf die Expression von cydX und damit
wahrscheinlich auch auf das cyd-Operon zu haben. Somit ist es denkbar, dass AcnB als Apo-Protein
die Expression von cyd posttranskriptionell reguliert. Diese Regulation kdnnte auch ausgehend von
AcnA2 stattfinden, da AcnA2 als Regulator von acnB identifiziert wurde. Es ware denkbar, dass
AcnA2 als Apo-Protein nach Zerfall seines Fe-S-Zentrums, aufgrund von eventueller erhdhter ROS-
Bildung und/oder hohen O,-Konzentrationen die Expression von acnB posttranskriptionell reguliert.
Hierbei konnte das Apo-AcnA2, welches vermutlich bei hohen O,-Konzentrationen vorliegt, die
112



Diskussion

Translation der acnB mRNA blockieren, was bei niedrigen O,-Konzentrationen ausbleiben wiirde.
Somit wurde viel AcnB-Protein vorliegen, dessen Blockierung der Translation der cydA-mRNA bei
niedrigen O, Bedingungen ebenfalls aufgehoben werden wirde. Jedoch wirde man in diesem Fall
auch durch eine acnA2 Deletion eine reduzierte Expression von cydX in Transkriptomvergleichen und
gRT-PCR erwarten. Es kann jedoch hierbei nicht ausgeschlossen werden, dass eine regulatorische
Funktion der Aconitasen als Holo-Enzyme vorliegen kann. Ob AcnA2 und AcnB tatséchlich
posttranskriptionelle Rollen als Apo-Proteine austben, misste in zukinftigen Experimenten durch
biochemische Charakterisierung der Aconitasen Uberprift werden, wobei auch Aktivitatsmessungen
(Kennedy et al., 1983) in Betracht gezogen werden sollten. Hierbei werden praparierte
Affinitatssaulen von CH Sepharose mit Apo-AcnA2 versehen und mit Gesamt RNA von Xcv
aquilibriert und anschlieBend spezifische RT-PCR mit eluierter und préazipitierter, gebundener RNA
durchgefuhrt (Tang and Guest, 1999).

Es konnte weiterhin beobachtet werden, dass ein spezifisches Fragment von flp nur in der
exponentiellen Wachstumsphase von Xcv durch RT-PCR detektiert werden konnte (Hoppe, 2013).
Daher wére es vorstellbar, dass das FLP-Protein nur in dieser Phase in der Zelle vorhanden ist und in
der stationdren Phase entweder instabil ist oder inaktiv vorliegt. FNR von E. coli wird negativ
autoreguliert und reprimiert, unter anaeroben Bedingungen, demnach seine eigene Genexpression
(Spiro and Guest, 1987). Dies konnte auch bei dem FLP-Protein aus Xcv der Fall sein, jedoch befindet
sich keine erkennbare FLP-Bindestelle stromaufwarts des flp Gens.

Ob die Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase in Xcv eine essentielle Rolle spielt, ist bislang unklar, da eine
Xcv flp Mutante keine Wachstumsdefizite in planta und in vitro aufweist, obwohl kaum cydA
Transkript detektiert werden konnte (Hoppe, 2013). Da jedoch die Erstellung einer Xcv cydA
Deletionsmutante bislang nicht mdglich war, ist dennoch eine essentielle Funktion unter bestimmten
Bedingungen nicht auszuschlieRen.

Innerhalb des FLP-Proteins lassen sich drei konservierte Cyteine in der N-terminalen Sensordomane
(C28, 31, 39), sowie ein viertes in zentraler Position (C129) erkennen (Heinz, 2011), welche
hochstwahrscheinlich zur Ausbildung eines [4Fe-4S]-Clusters befahigt sind. Jedoch kann aufgrund
eines veranderten Abstands der drei N-terminalen Cysteinreste von FLP (C28N2C31N7C39), im
Vergleich zu FNREg i (C20N2C23NsC29), eine andere Stabilitdt bzw. Sensititvitdt gegeniber
Sauerstoff durch ein modifiziertes Fe-S-Zentrums vermutet werden. Es ware denkbar, dass bei
FLP eine erhohte Stabilitat gegentiber Sauerstoff im Vergleich zu FNRE. ¢oii Vorliegt bzw. FLP bei
anderen Sauerstoffkonzentrationen aktiv ist. Unterstiitzt wird diese Vermutung von Studien des
FNRE. coii mit einem AS-Austausch des Leucin 28 gegen ein Histidin (Bates et al., 2000). Dies
erhohte die Stabilitdt des Fe-S-Clusters unter aeroben Bedingungen und lag, begriindet in einer

langsameren Umformung des [4Fe-4S]-Clusters zu einem [2Fe-2S]-Clusters. Interessanterweise
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zeigten Studien mit Ferredoxinen, dass die Stabilitat des [4Fe-4S]-Cluster erhoht ist, wenn die Cluster-
Liganden bzw. die Cysteinreste von hydrophoben Aminosduren benachbart sind (Mulholland et al.,
1999). Das Cystein an Position 39 in FLP, welches einen veranderten Abstand zu den anderen
Cysteinen der Sensordomane aufweist, wird im Vergleich zu FNRE ;i Uberraschenderweise von nur
hydrophoben AS benachbart. Es befinden sich Alanine an Position 37, 40 und 41 sowie ein Isoleucin
an Position 38. Dies ist ein Indiz fur eine hohere Stabilitat von FLPx., bzw. dessen [4Fe-4S]-Clusters

gegeniber Sauerstoff im Gegensatz zu FNRE ;.

Anhand der aufgefiihrten Ergebnisse lasst sich ein komplexes Zusammenspiel der Aconitasen und des
FLP-Proteins in Xcv bei der Regulation der Gene der Cytochrome-d-Ubiquniol-Oxidase und der
Cytochrome-aas-Ubiquinoloxidase vermuten. Vor allem AcnA2 scheint neben AcnB eine sensorische
und Uberraschend grofRe und weitldufige regulatorische Rolle einzunehmen und eventuell eine
unterstiitzende Funktion auf die Aktivierung der Expression von cydABX auszuiben. Es ist denkbar,
dass gerade im Apoplasten von Paprikapflanzen eine Rolle dieser Proteine von Xcv vorliegt und
aufgrund des Fe-S-Clusters, sensorische Signale wie erhdhte Konzentrationen von Sauerstoff und ROS
Induktoren fir die Regulationen der Gene der Oxidasen sein kénnen. Es ist denkbar, dass FLP und
AcnA2 fir eine effiziente Regulation der terminalen Oxidasen je nach verfligbarem Sauerstoff in
Frage kommen bzw. eine Repression der Expression von cyd bei hoher O,-Konzentration stattfindet.
AcnA2 ist hierbei wahrscheinlich fir die Feinregulation der Cytochrom-d-Oxidase-Synthese
verantwortlich. Jedoch kann auch die Verfligbarkeit von Substraten Auswirkungen auf die Menge der
terminalen Oxidasen haben. Es existieren Hinweise, dass die Menge des Cytochrom-d-Komplexes in
der Zellmembran von E. coli von der verfligbaren Kohlenstoffquelle abhéngig ist (Georgiou et al.,
1987). Daher besteht die Moglichkeit, dass mehrere Faktoren einen Einfluss auf die Regulation und
Menge der Oxidasen, auch in Xcv, besitzen.

Die Ergebnisse und Vermutungen dieser Arbeit werden zum Verstandis des Zusammenspiels von FLP
und den Aconitasen in Xcv beitragen und AnstolRe fiir interessante Experimente zum Erlangen neuer

Kenntnisse Uber die Bedingungen der Regulation der terminalen Oxidasen in Xcv liefern.

4.3  Die Rolle des mdglichen Toxin-Antitoxin-Systems RoaX-RoaY in Xcv

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass acnB wvon Xcv zusammen mit den
stromaufwaértsliegenden Genen roaX und roaY kotranskribiert wird und diese einem gemeinsamen
Operon angehoren (3.2, Abb. 14). Die Anordnung der Gene acnA, roaX, roaY und acnB in einem
Lokus in Xcv lasst eine gemeinsame bzw. gegenseitig beeinflussende Rolle der Genprodukte
vermuten. Ein Vergleich der Organisation der Gene in einigen Vertretern der Familie
Xanthomonadaceae sowie in E. coli zeigte, dass diese Anordnung in einigen Mitgliedern der Familie
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Xanthomonadaceae konserviert ist (3.1, Abb. 13). Es befindet sich in Xcc, Xoo, X. vasicola,
X. albilineans, X. gardneri und S. malthophilia ebenfalls ein Gen direkt stromaufwarts eines acnB-
ghnlichen Gens in gleicher Orientierung dessen Produkt Ahnlichkeit zu RoaY von Xcv aufweist.
Ebenfalls befindet sich ein acnA stromaufwaérts und in divergenter Transkriptionsrichtung zu einem
acnB Gen. Auch ist in den meisten Fallen ein roaX Gen stromaufwarts eines roaY Gens lokalisiert,
auBer im Fall von X. fastidiosa und X. fuscans. Bei E. coli und anderen Bakterien sind die Gene fur
Aconitasen nicht in unmittelbarer N&he in Anordnung eines Operons zu finden und es existieren auch
keine stromaufwarts- oder -abwirts liegende Gene, deren Produkte Ahnlichkeiten zu RoaX und RoaY
aufweisen. Diese konservierte Anordnung unter einigen Vertretern der Familie Xanthomonadaceae
deutet darauf hin, dass RoaX und RoaY die Aktivitat oder Synthese von AcnB beeinflussen kénnten.
Die Funktion von RoaX und RoaY bei der Regulation der Synthese von AcnB konnte, durch die
Untersuchung einer Xcv roaX-roaY Deletionsmutante, verifiziert werden. Durch die Tatsache, dass das
Fehlen der roaXY-Gene zu einer erhéhten Expression des acnB-Gens in Xcv flhrt (3.10, Abb. 22),
belegte die Rolle von RoaX-RoaY als Regulatoren der Aconitase B.

Das putative Protein RoaX zeigt neben Ahnlichkeiten zu AbrB-Ahnlichen Proteinen, welche fiir die
Genregulation beim Ubergang einer exponentiellen in eine stationire Wachstumsphase von Bedeutung
sind (Strauch and Hoch, 1993), auch Ahnlichkeiten zu sogenannten Antitoxin-ahnlichen Proteinen der
Toxin-Antitoxin-Systeme (TA-Systeme) (Unterholzner et al., 2013). Es handelt sich hierbei um ca.
9-12 kDa groRe Proteine, welche autoregulatorisch, durch Bindung an Promotorstrukturen aktiv sind.
Im Fall von Neisseria gonorrhoeae und dem Antitoxin FitA konnte gezeigt werden, dass die
Komplexbildung mit einem Toxinprotein (FitB) essentiell fir eine erfolgreiche Bindung an die DNA
ist (Mattison et al., 2006). Antitoxine sind generell sehr instabile Proteine und unterliegen einem
schnellen Abbau durch Proteasen. Aufgrund der hohen ldentitdt von RoaX aus Xcv zu FitA aus
N. gonorrhoeae und Ahnlichkeiten zu anderen Antitoxinen, wie z.B. MazE aus E. coli und VapB aus
Shigella flexneri (Wesolowska, 2012) wird angenommen, dass RoaX und RoaY ebenfalls
Komponenten eines TA-Systems in Xcv darstellen konnten. Das Genprodukt von roaY zeigt
Ahnlichkeiten zu Proteinen mit PIN-Doméanen (N-terminale Untereinheit von PilT-Protein-Doménen).
Hierbei handelt es sich auch oft um aktive, ca. 130 AS umfassende Toxine, welche aufgrund ihrer
teilweisen Relation zur Pathogenitat von Mikroorganismen oft auch als virulence associated protein
(Vap) bezeichnet werden (Pandey and Gerdes, 2005). Interessanterweise konnte das Toxin in vielen
Fallen als Endoribonuklease identifiziert werden, was fur VapC aus S. flexneri gezeigt werden konnte
(Mattison et al., 2006; Winther and Gerdes, 2011). Darlber hinaus zeigt RoaY von Xcv eine Identitat
von 100% auf der Aminosédureebene zu dem Toxin FitB aus S. flexneri (Mattison et al., 2006). Unter
Betracht dieser Tatsachen ist es wahrscheinlich, dass es bei RoaY auch um eine Endoribonuklease

handelt. In diesem Fall ware eine endoribonukleolytische Funktion von RoaY im Zusammenhang mit
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einer verbesserten Translation von acnB-mRNA durch Spaltung von eventuellen Sekundarstrukturen
denkbar.
Weitere Bestatigung einer erhohten Synthese des AcnB Proteins konnte durch die Wachstumsanalyse
in MA-Citrat-Medium einer Xcv roaX-roaY-Mutante sowie erstellten Einzelmutanten durch
Einbringen von plasmidkodierten roaX bzw roaY in die Mutante (Xcv 85-10AroaX-roaY/pL6roaX,
Xcv 85-10AroaX-roaY/pLéroaY (Wesolowska, 2012) erlangt werden (3.11, Abb. 23). Hierbei
zeichnete sich die Xcv roaX-roaY Mutante, sowie der Stamm Xcv 85-10AroaX-roaY/pL6roaY durch
ein verbessertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp 85-10 und dem Stamm Xcv 85-10AroaX-
roaY/pL6roaX aus. Quantitative Vergleiche der Expression von acnB detektierten eine 3-fach erhdhte
Transkription von acnB im Stamm Xcv 85-10AroaX-roaY/pL6roaY im Vergleich zu einer roaX-roaY
Deletionsmutante, welche bereits eine 3-fach erhéhte Expression im Vergleich zum Wildtyp aufwies
(Wesolowska, 2012). Durch die erhdhte Synthese wvon AcnB im Stamm  Xcv
85-10AroaX-roaY/pL6roaY zeichnet sich dieser auch durch ein verbessertes Wachstum mit Citrat als
C-Quelle aus, wéhrend eine Deletion von acnB zu reduzierten Wachstum von Xcv fuhrt (3.11,
Abb. 23). Da roaY in diesem Fall zwar gering exprimiert, aber in hoherer Kopienzahl vorliegt als
chromosomal exprimiert, fuhrt eine erhdhte Menge von RoaY zu einer starken Induktion der Synthese
von AcnB. Dies verdeutlicht ebenfalls die Rolle von AcnB als Hauptenzym des Citratstoffwechsels in
Xcv.
Im Gegensatz dazu konnte im Xcv-Stamm 85-10AroaX-roaY/pL6roaX keine Transkription von acnB
und auch keine Synthese eines AcnB Proteins nachgewiesen werden. Somit scheint eine Deletion von
roaY und eine hohere Menge des putativen RoaX-Proteins die Expression von acnB stark zu
reprimieren, wahrend eine Deletion von roaX und eine hthere Menge von RoaY die Expression stark
induziert. Offensichtlich liegt hier ein antagonistisches Zusammenspiel der beiden Proteine vor, wie es
flr bestimmte TA-Systeme bekannt ist (Bukowski et al., 2011).
Eine Repressoraktivitdt eines Antitoxins, wie es flir RoaX denkbar wére, konnte u.a. in E. coli fur
MgsA gezeigt werden (Wang and Wood, 2011). Hierbei hat die Bindung von MgsA an die
Promotorstruktur von rpoS eine reprimierte Genexpression zur Folge. RpoS wird als ein wichtiger
Sigmafaktor der Stressantwort postuliert. Da Toxine einem schnellen Abbau durch Proteasen
unterliegen, fuhrt die Anwesenheit solcher Proteasen zur Aufhebung der Repression von rpoS durch
MgsA (Kim et al., 2010).
Einige TA-Systeme werden auch in Zusammenhang mit der Bildung eines Biofilms gebracht. Hierbei
stellte MgsR/M@sA aus E. coli das erste TA-System mit Einfluss in eine derartige Funktion dar
(Ren et al, 2004). Dabei zeigten Stdmme, denen das TA-System fehlte eine reduzierte
Biofilmbildung. Auch RoaX-RoaY von Xcv kdnnte als TA-System in die Biofilmbildung involviert
sein. Eine Deletion von roaX-roaY hatte eine reduzierte Expression von gumF bei
Transkriptomvergleichen zur Folge, was eine Acetyltransferase der Xanthan Synthese kodiert (3.12).
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Ein anderer Vergleich der Transkriptome von Xcv 85-10AroaX-roaY mit dem Wildtyp zeigte
zusétzlich eine reduzierte Transkription von gumJ (Daten nicht gezeigt), welches ebenfalls zum gum
Gencluster von Xcv gehért und dessen Produkt eine putative Oligosaccharidyl-Lipid Flippase der
Xanthan Synthese darstellt. Das gum Gencluster, welches aus 12 Genen (gumB-gumM) besteht, ist
wichtig flr die Xanthan Synthese und hochkonserviert unter Xanthomonas spp (Katzen et al., 1998;
Vojnov et al., 1998).
Durch viele Studien von TA-Systemen unterschiedlicher Mikroorganismen wurden eine
Komplexbildungen zwischen dem Toxin und dem Antitoxin nachgewiesen, wodurch die Bindung des
Antitoxins an die DNA verbessert wird, wie im Fall von FitAB aus N. gonorrhoeae (Mattison et al.,
2006). FitB ist das Toxin mit Endoribonuklease-Aktivitat dieses Systems. Die Aktivitdt von FitB wird
durch die Bindung des Antitoxins FitA aufgehoben. Hier liegt, wie auch bei anderen TA-Systemen
eine Autoregulation durch Bindung von FitAB an den eigenen Promotor vor. Da RoaY eine 100%ige
Identitdt zu FitB aufweist, kann die Funktion von RoaY als ein Toxin mit PIN-Domé&ne vermutet
werden. Ebenso konnte eine Komplexbildung von RoaX und RoaY stattfinden und eine Funktion
eines TA-Systems tatsachlich vorliegen. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass RoaX-RoaY
vermutlich am Promotor des roaX-roaY-acnB Operons binden und RoaX durch die Sensierung eines
spezifischen Signals nicht mehr zu einer Bindung von RoaY féhig ist (Wesolowska, 2012). Bei diesem
Signal koénnte es sich um Citrat, einen Metabolit, der von Citrat abstammt oder Stressbedingungen
wéhrend der Pathogen-Wirt-Interaktion handeln. In B. subtilis schneidet das Toxin MazF, durch seine
Endoribonuklease-Aktivitat, aufgrund eines Stesssignals spezifische mMRNAs, wéhrend unter normalen
Bedingungen das Toxin inaktiv, durch Bindung des Antitoxins MazE, vorliegt (Simanshu et al., 2013).
Neben einer erhohten Expression von acnB konnte in einer Xcv roaX-roaY Mutante durch
Transkriptomvergleiche mit dem Wildtyp 85-10 auch eine erhdhte Expression von acnA beobachtet
werden (Tab. 9). Somit hat RoaX-RoaY ebenfalls einen Einfluss auf die Expression von acnA. Dies
liegt vermutlich in der gemeinsamen intergenen Region von acnA und roaX-roaY-acnB begrindet, wo
Regulationssequenzen der Transkription von acnA und der Transkription von roaX-roaY-acnB eng
beieinander liegen.
Es besteht kein Zweifel, dass in Xcv ein Zusammenspiel zwischen den Aconitase-Proteinen und RoaX-
RoaY besteht. Microarray-Analysen, wie auch quantitative Transkriptionsvergleiche einer Xcv acnA2
Deletionsmutante und dem Wildtyp mittels gRT-PCR, zeigten eine erhohte Expression von roaY
durch die Deletion von acnA2. Somit scheint AcnA2 eine reprimierende Wirkung auf die Expression
von roaY zu haben, wéhrend RoaY anscheinend ein Aktivator der Expression von acnB und eventuell
auch acnA darstellt. Somit kdnnten die gezeigten, erhdhten Synthesen von AcnB und AcnA in einer
Xcv acnA2 Deletionsmutante auch durch die erhéhte Anwesenheit von RoaY zuriickzufiihren sein
(3.20, Abb. 30; 3.21, Abb. 31). In diesem Zusammenhang ware eine endoribonukleolytische Funktion
von RoaY interessant und vorstellbar. Somit wére zu untersuchen, an welcher Stelle die
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endoribonukleolytische Aktivitat von RoaY in der Regulierung von acnA und acnB eingreift. Das
Toxin MazF aus E. coli zeigte, ebenso wie RelE, eine Spaltung von mRNA in der ribosomalen A-
Tasche, die zu einer Inhibierung der Translation fiihrte (Christensen et al., 2003; Zhang et al., 2003).
Jedoch ware es auch vorstellbar, dass eine spezifische Restriktion von mRNA, anstatt zu einer
Inhibierung, auch zu einer verbesserten Translation fihren kdnnte. Es ware auch denkbar, dass RoaY
als Toxin und Endoribonuklease eine translationsfordende Funktion besitzt. So kdnnte RoaY z. B. in
seiner putativen Funktion als Endoribonuklease durch Spalten von Sekundérstrukturen der mRNA die
Translationseffizienz von acnB Transkripten erhéhen. Obwohl die Gene roaX, roaY und acnB ein
Operon bilden, befindet sich zwischen roaY und acnB ein intergener Bereich von ca. 50 bp, dessen
Rolle unklar ist. Jedoch kénnte dieser Bereich wichtige Bindestellen bzw. Sequenzsignale enthalten.
Durch Deletion dieses intergenen Bereichs konnten wichtige regulatorische Sequenzen identifiziert
werden.

Eine Analyse der Expression von acnA und acnB in einer Xcv roaY-und in einer acnA2-roaY-Mutante
wird mehr Aussagen Uber diesen Sachverhalt zulassen. Ebenso sollten die Transkriptmengen von roax
und roaY in dem Xcv-Wildtypstamm 85-10 analysiert werden. Des Weiteren wirde die Analyse von
Reporter-Fusionkonstrukten des roaX-roaY-acnB-Operons Aussagen (ber eine eventuelle
Reprimierung durch RoaX und eine Aktivierung durch RoaY zulassen.

4.4  Hypothetisches Modell der komplexen Interaktion der Aconitasen,
FLP und des TA-Systems in Xcv

Aufgrund der diskutierten Zusammenhange zwischen den Aconitasen aus Xcv, dem FLP-Protein und
eines TA-Systems im Citratstoffwechsel und Komplexen der Atmungskette unter Berlicksichtigung
diverser Faktoren im Apoplasten der Pflanzenblatter, die wahrend einer Pathogen-Pflanzen-Interaktion
vorherrschend sein kdnnten, lasst sich folgendes Modell erstellen, welches in Abb. 39 zu finden ist.

Es ist bekannt, dass Mikroorganismen und vor allem phytopathogene Bakterien innerhalb ihres Wirts
den unterschiedlichsten O,-Konzentrationen ausgesetzt sind und (ber effiziente Mechanismen zur
adaquaten Anpassung verfligen mussen. Es ist vorstellbar, dass vor allem durch die photosynthetische
Aktivitat der Wirtspflanze in einer Lichtreaktion der Photosynthese eine héhere O,-Konzentration
(O, I ) durch das PSII im Vergleich zur Dunkelreaktion vorliegt (O, l_ ).Weiterhin wird davon
ausgegangen, dass wahrend der Kolonisierung des Apoplasten der Wirtspflanze durch Xcv und durch
den exponentiellen Anstiegs der Zelldichte es vermutlich zusétzlich zu einer Reduktion des
verflgbaren Sauerstoffs kommt.

Wéhrend O, Uber Diffusion in die Zelle gelangt, verfligt Xcv (ber drei terminale Oxidasen zur
Reduktion des O, zu H,0. Ist geniigend O, vorhanden, werden die Gene der Cytochrom-o-Ubiquinol-

Oxidase und der Cytochrom-aas-Oxidase, durch einen noch unbekannten
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Mechanismus exprimiert. Die Cytochrom-aas-Oxidase zeichnet sich durch eine geringe Affinitat zu
O, aus. Mdglicherweise kdnnte hier AcnA2 eine Rolle fur die Funktion der Cytochrom-aaz-Oxidase
einnehmen und aufgrund seines [4Fe-4S]-Clusters die verdnderten O,-Bedingungen sensieren
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Abb. 39: Schematisches Modell zur Funktion von AcnB, AcnA2, AcnA, FLP und eines TA-Systems
unter O,-, Eisen- und ROS- Einfluss in Xcv wéahrend des Wachstums im Apoplasten von
Paprikablattern.

Gezeigt ist eine schematische Représentation einer Xcv-Zelle im Apoplasten von Paprikablattern. Bei niedrigen O,-
Konzentrationen (@), die vermutlich wéhrend einer Dunkelperiode vorherrschend sind, kommt es zur Aktivierung (+) des
Operons der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase (Cyt.d-Oxidase) durch FLP als Hauptaktivator und erganzend durch AcnA2
und AcnB. Zusétzlich kommt es zur Inhibierung (-) der Aktivitat der Cytochrom-c-Reduktase und somit zu einer inaktiven
Cytochrom-aa3-Oxidase. Bei hohen O,-Konzentrationen (&) wird die Aktivierung der Cyt. d Oxidase aufgehoben und es
liegt auch eine aktive Cyt. aa3 Oxidase vor. Da AcnA2 erhohte Level an ROS und Eisenmangel aufgrund seines Fe-S-
Clusters sensieren kann (- = = - kommt es bei einem Mangel an intrazellularen Eisen zu einer Aktivierung der Synthese von
Baf (Bakterioferritin-assoziiertes Ferredoxin) und Fur (Eisenaufnahmeregualtor) durch AcnA2 als Apo-Protein. AcnA2 ist
ebenfalls ein wichtiges Protein in der Regulation der Gene des Citrat- und Kohlenhydratstoffwechsel. In Anwesenheit von
Citrat wird die Synthese von Suh (Sacharosehydrolase) und G6PD (Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase) verhindert. Durch
die Limitierung von Citrat und der Anwesenheit von Saccharose oder Glukose wird die Expression des suh und zwf Gens
gesteigert. Ebenso kommt es zur VVerhinderung der Synthese von CS (Citratsynthase), sowie von AchA und AcnB.

— positive Wirkung; -| negative Wirkung.

Da Aconitasen durch den Besitz eines Fe-S-Clusters sensitiv gegeniiber hohen O,-Konzentrationen
und ROS sind, konnte AcnA2 vermutlich als Apo-Protein unter derartigen Bedingungen die mRNA
von petA posttranskriptionell stabilisieren und die Translation bzw. die Synthese dieser Fe-S-

Untereinheit der Cytochrom-c-Reduktase (PetA) verbessern.
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Ist Xcv jedoch mit geringen O,-Konzentrationen konfrontiert, kénnte eine posttranskriptionelle
Regulation durch Apo-AcnA2 wegfallen und die Synthese von PetA ist reduziert. Somit ist die
Ubertragung von Elektronen von der Cytochrom-c-Reduktase auf Cytochrom ¢ und anschlieRend auf
die Cytochrom-aaz-Oxidase unterbunden und die Oxidase liegt inaktiv vor. Hierbei ist allerdings nicht
auszuschlieBen, dass eine regulatorische Rolle der Aconitasen auch als Holo-Enzyme vorliegen
konnte.

Desweitern kommt es vermutlich zu einer indirekten Aktivierung der Gene der Cytochrom-d-
Ubiquinol-Oxidase durch AcnA2, als unterstiitzende Wirkung fir den Hauptaktivator FLP (+). Die
Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase zeichnet sich in anderen Bakterien durch eine hohe Affinitat zu
Sauerstoff aus. Hierbei ist nicht klar, ob eine Proteinwechselwirkung zwischen FLP und Holo-AcnA2
bei der Aktivierung von cydA stattfindet oder ob Holo-AcnA2 die posttranskriptionelle Rolle des
Apoenzyms unterbindet. Im Fall der posttrankriptionellen Regulation ist eine Blockierung der
Translation der cydA-mRNA durch Apo-AcnA2 bei hohen O,-Konzentrationen vorstellbar, welche bei
geringer O,-Konzentration ausbleiben wiirde. Somit wiirde eine aktivierte Expression von cydA unter
reduzierten O,-Bedingungen vorliegen. Die globale Aktivierung der cydABX Expression Ubernimmt
FLP bei reduzierten O,-Bedingungen und wird allerdings bei hohen Sauerstoffkonzentrationen in
seiner Funktion gehemmt. AcnAz2 ist wahrscheinlich fur die Feinregulation der Cytochrom-d-Oxidase-
Synthese verantwortlich.

Weiterhin kommt es durch AcnB ebenfalls zur Aktivierung der Cytochrom-d-Ubiquinol-Oxidase.
AcnB hat eine induzierende Wirkung auf die Expression von cydABX. Hierbei wird vermutet, dass die
Aktivierung von cydABX durch AcnB indirekt tiber oder via AcnA2 vorliegen kénnte, da AcnA2 die
Synthese von AcnB reguliert.

Obwohl Xcv vermutlich durch die Bildung von Xanthan und einen Biofilm aus extrazellularen
Polysacchariden vor generierten ROS wahrend der Pathogen-Wirt-Interaktion im Apoplasten
geschiitzt ist, kdnnen ROS auch innerhalb der Zelle durch O, und freies Fe?* entstehen. Sowohl AcnA,
AcnB als auch AcnA2 sind an der Sensierung von ROS beteiligt, wobei AcnA2 der Hauptsensor von
ROS zu sein scheint.

Neben ROS und Anderungen der O,-Konzentration werden moglicherweise auch reduzierte Mengen
an Fe?* von AcnA2 sensiert, worauf dies vermutlich als Apo-Protein den Eisenaufnahmeregulator Fur
aktiviert. Dieser konnte wiederrum auch in Xcv fir die Regulation von bisher unbekannten
Eisenaufnahmesystemen verantwortlich sein. Neben Fur wird auch Baf (Bakterioferritin-assoziiertes
Ferrrdoxin) von AcnA2 aktiviert, welches verfugbares Eisen von Bakterioferritin rekrutieren konnte.
Durch die Regulation von Fur und Baf durch AcnA2 kommt es nicht nur zur Erhéhung der Aufnahme
und Verfiigbarkeit von Eisen bei Mangelerscheinungen, sondern wird auch das intrazellulare Level an

freien Eisen gering gehalten um die Bildung von toxischen Radikalen zu vermeiden.
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Weiterhin Gbernimmt AcnA2 eine Rolle bei der Anpassung an verfiigbare metabolische Substrate. Die
Substratnutzung von Xcv im Apoplasten von Paprikabldtten ist unbekannt, jedoch existieren Indizien
fur die Nutzung von Glukose, Saccharose, AS und Citrat. Dabei stellt vor allem Citrat eine
C-Quelle des Apoplasten der Wirtspflanze dar, wéhrend Glukose und Saccharose eher in geringen
Konzentrationen vorliegen, vorzugsweise zu Beginn eines Pathogenbefalls. AcnA2 scheint hierbei
eine Art Feinregulation der Genexpression fur Gene des Citrat- und Zuckermetabolismus auszulben.
In der Verwertung von Citrat konnte AcnB als das metabolische Hauptenzym identifiziert werden,
welches Citrat zu cis-Aconitat katalysiert. Liegt im Apoplasten eine hohe Menge an Citrat vor, wird
die Menge an AcnB durch das TA-System RoaXY erhoht. AcnB verursacht daraufhin eine
Erniedrigung der Menge des Citrat:H+-Symporters Cit. Der Cit-Transporter fungiert in Xcv vermutlich
nur als zweiter Citrattransporter. Auch kénnte Cit hauptsachlich zur Aufnahme von Eisen in Form von
Eisen-Citrat-Komplexen dienen. So kdnnte eine Limitierung von Eisen einen Zerfall des Fe-S-Clusters
von AcnA2 zur Folge haben und eine Inhibierung der AcnB-Synthese vorliegen. Daraufhin kann die
Transkription von cit stattfinden und Eisen-Citrat-Komplexe via Cit aufgenommen werden. Liegt
gentigend intrazelluldres Eisen vor, ist AcnA2 als Holoenzym mit [4Fe-4S]-Cluster vorzufinden und
die AcnB-Synthese wird angehoben. Durch eine erhdhte Menge an AcnB wird die Expression von cit
wieder herabreguliert.

CitH stellt in Xcv vermutlich den Haupttransporter fir Citrat dar und ist notwendig fir die Aufnahme
von Citrat im Apoplasten von Tomatenpflanzen (Tamir-Ariel et al., 2011).

Es wurde gezeigt, dass in einer Xcv achA2-Mutante die Synthese der Citratsynthase (CS) hochreguliert
wird, welche die Kondensation von Oxalacetat und Acetyl-CoA zu Citrat katalysiert. Des Weiteren
werden die Gene der Saccharosehydrolase (Suh), der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD)
sowie AcnB und AcnA hochreguliert. Im Wildtyp Xcv reguliert entweder Apo- oder Holo-AcnA2
direkt oder indirekt die Synthese dieser Enzyme. Da die Synthese von AcnB auch durch RoaXY in der
Anwesenheit von Citrat induziert wird, deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass AcnAz2 die suh,
zwf2 und XCV1157 Gene auch in Abhédngigkeit von Citrat reguliert. Liegt Citrat vor, wird die
Expression sowie die Synthese von AcnB und der Citratsynthase durch AcnA2 erhoht. Sind
Saccharose und eventuell Glukose die verfligharen Substrate im Apoplasten, welche auch zu hohen
intrazellularem Citrat fiihren, wird ebenso die Expression der suh und zwf2 und deren Synthese
hochreguliert.

AcnA scheint eine Rolle in Xcv bei reduzierten O,-Bedingungen zu spielen und Citrat als Substrat

zunutzen.
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6 Anhang

Tab. 12: Verwendete Oligonuklotide

Bezeichnung

Sequenz: 5'-3'

Verwendung

Deletionskonstrukte

f-acn2823Xba
r-XCV1926-3800Hind

cctagttctagaggcgtageaggttctccagea
ctggtaaagcttcgggttctccaaaaaageagce

Amplifikation stromaufwarts
von acnB

f-XCV1928-2825Hind
r-XCV1928-3761Apa

ctcactaagctttcccgecgctctaccactgec
taactggggcccagcccgcectectgtccgtaaa

Amplifikation stromabwaérts
von acnB

f-acnA2118Xba
r-acn3089Hind

tgcatatctagacgacgaacttgcccaccacce
ctctgaaagctttgctccagaaagtatgcacgce

Amplifikation stromaufwarts
von roax-roaY

r-XCV1928-3761Sal
f-XCV1928-2825Hind
r-acnB4741Bam

taactggtcgacagcccgcectectgtecgtaaa
ctcactaagctttccegeegctctaccactgee
gtaccaggatccacatcgecgtgetecatctge

Amplifikation stromabwaérts
von roaxX-roaY

r-seq3450

f-seq 1923
f-seq achA
r-seq acnB
f-seq 3565

acagggcatccaggcggtcgg
gccagggcatggatgggggg

tcgggctcggeggeggggte
aggtcgtcggtattggtttcg

ccacccaggaageggeggeag

Sequenzierung und
KoloniePCR

r-Del-acnA-Hind2
f-Del-acnA-Xba

ctggtaaagcttcacagcgegceattgegetgea
cacatgtctagagtcttgccgaagctatggtac

Amplifikation stromaufwarts
von achA

r-Del-acnA-Apa
f-Del-acnA-Hind3

agatgtgggccccgtegtcgacgeecggecggea

tgcataaagcttatcactcctatggcatcgaag

Amplifikation stromabwarts
von achA

r-segDelacnA
f-seqDelacnA

cgaggaatccagggcgatcatgggtcgaacgg
gttgggtgcecgatcaggtgcagacctatcag

Sequenzierung und Kolonie-
PCR

f-DelacnA2-Xba
r-DelacnA2-Hind2

cttcagtctagagatgtgatgcgcaccggegty
cattacaagctttggcgatatcgaagegggegg

Amplifikation stromaufwarts
von acnA?2

f-DelacnA2-Hind3
r-DelacnA2BamH|

catagaaagcttgcagcaccatggccgattctt

cgatacggatccgggcetgecgatcacccgeaac

Amplifikation stromabwaérts
von acnA2

r-seqDelacnA2
f-seqDelacnA2

gctgcatagctgategttacgtgeggegtgtg
ctttggacatccggtgtacacggtgtcggacc

Sequenzierung und Kolonie-
PCR

f-1870BamHI aggataggatcccggtggacgatgcgggattc Amplifikation stromaufwarts
r-1870HindlI11 tcgagaaagcttgttggeggctgattgatggat von flp

f-flp-HindllI ctaggtaagctttgcactgctgggacgcattga Amplifikation stromabwarts
r-flp-Xba agctatctagatggctccattgcacctcggt von flp

f-seq-flp cggcgagaacctggcggegaa Sequenzierung und Kolonie-
r-seq-flp tctcgttgccaccgetgege PCR

Komplementationskonstrukte

f-pLAFRacnB-BamHI

ttccttggatccecctgatccacgttegegctt

Amplifikation von acnB zur

r-acnB-HindllI cccaagcttcccaaaccegeaccctgatee Klonierung in pLAFR6
f-acnA-myc tttggtctcttatgagegattecttttce Amplifikation von acnA zur
r-acnA-myc Klonierung in pPBRM
f-acnA2-myc tttggtctcttatgaatagccagtaccge Amplifikation von acnA2
r-acnA2-myc tttggtctcttcacctgeggecctgtttge zur Klonierung in pBRM

r-pLAFR6/acnA2-Xba

f-pLAFR6/acnA2-Hindlll

atccgttctagactatgcggecctgtttgecte
gctattaagettgetggagegegeacatcatcg

Amplifikation von acnA2
zur Klonierung in pLAFR6
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Bezeichnung

Sequenz: 5'-3'

Verwendung

Quantitative RT-PCR

f-acnA-qRT cttgacctggaactgcttgac parielle  Amplifikation von
r-acnA-qRT cgtatccatcgctccaatct acnA zur gRT-PCR
f-acnA2-gRT tatacgacccgatgttcaagc partielle  Amplifikation von
r-acnA2-gRT aagtggtcggtggtgatgtt acnA2 zur qRT-PCR
f-acnB-gRT cgcatcaagaagatggaagac partielle  Amplifikation von
r-acnB-qRT cgatgaatacttcgtcgatgg acnB zur gRT-PCR
f-cit-qRT tc tccctttcatcttettge partielle  Amplifikation von
r-cit-qRT tgcgtacacggtgatcagata cit zur gRT-PCR
f-cydA-gRT1 aagcacgcaaggttttcg partielle  Amplifikation von
r-cydA-qrRT1 agcgaaaaacgcgatgag cydA zur gRT-PCR
f-1157-qRT cgcaaggaagtggtgattgg partielle  Amplifikation von
r-1157-qRT gaaccaatccaggttcggga XCV1157 zur qRT-PCR
f-gRT-y cgccggccatatgaaca partielle  Amplifikation von
r-gRT-y cgggtttgggaacgatgc roaY zur qRT-PCR
16s 3' tggcacgaagttagccggtg partielle  Amplifikation der
16s 5' tacgctaataccgcatacga 16srDNA
Tab. 13: Differentiell exprimierte Gene in Xcv 85-10AacnB im Vergleich zum Wildtyp 85-10
Genbezeichnung | Funktion/ t-Wert | p-Wert | p- M-wert M-sd A-wert | n
puatitve adjusted
Funktion
empty -2,49 0,013 0,20 -0,23 1,35 4,6 202
spotting buffer -15,17 6,49E-40 | 3,26E-36 -0,19 0,24 4,32 334
hochregulierte Expression
cit; XCV3602 citrate:H* 2,40 0,061 0,43 2,258 2,30 5,611 6
symporter
VirB2; Type IV 30,85 6,71E-07 | 0,0011 1,38 0,109 10,55 6
p38 XCV0042 secretion
system protein
virB4; Type IV 33,63 4,33E-07 | 0,0010 1,38 0,10 8,77 6
p38 XCV0041 secretion
system protein
XCV2242 Putative 2,535 0,0522 0,4118 1,139 1,100 6,653 6
succinate
dehydrogenase
membrane
anchor subunit
hemT; XCV2661; | Hemerythrin- | 2,496 0,067 0,444 1,092 0,978 5,23 5
like protein
ppiD; XCV1085 Peptidylprolyl | 3,016 0,0295 0,3211 1,061 0,861 6,48 6
isomerase
XCV2186 Methyl- 2,114 0,088 0,476 1,0289 1,191 7,015 6
accepting
chemotaxis
protein
XCV1414 Cation 2,929 0,0428 0,380 1,014 0,774 5,382 5
diffusion
facilitator
family protein
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Genbezeichnung | Funktion/ t-Wert | p-Wert | p- M-wert M-sd A-wert | n
puatitve adjusted
Funktion
herabregulierte Expression
cydX; XCVv2537 Putative -2,941 0,032 0,334 -2,089 1,739 8,91 6
membrane
protein
Tab. 14: Differentiell exprimierte Gene in Xcv 85-10Aflp im Vergleich zu Xcv 85-10
Genbezeichnung | Funktion/ t-Wert | p-Wert | p- M-wert | M-sd A- n
puatitve adjusted
Funktion Wert
empty 1,068 0,28 0,683 0,086 1,58 4,72 379
spotting buffer 1,00 0,317 0,705 0,006 0,156 4,323 661
hochregulierte Expression
XCV1972 Putative secreted 10,15 6,35E-07 | 0,00063 1,398 0,477 8,16 12
protein
XCV3877 Putative ABC 7,54 1,14E-05 | 0,0024 1,117 0,513 7,93 12
transporter
permease
rpsN; XCV1012 rpsN 30S ribosomal | 12,54 7,36E-08 | 0,00018 1,074 0,296 8,38 12
protein S14
atpA; XCV3769 ATP synthase alpha | 5,314 0,00024 | 0,0139 1,007 0,656 8,58 12
chain
herabregulierte Expression
cydA; XCV2535 Cytochrome d -7,22 1,69E-05 | 0,0031 -1,36 0,654 8,58 12
ubiquinol oxidase,
subunit 11
cydX; XCVv2537 Putative membrane -9,01 2,07E-06 | 0,00069 -3,98 1,53 7,75 12
protein
XCV2352 Putative -16,34 4,6E-09 2,31E-05 | -7,05 1,49 8,76 12
carboxymuconolacto
ne decarboxylase
Werte gefiltert nach: M-Wert groRer 1 bzw. kleiner -1; p-Wert <0,1; A-Wert>5;n>6
Tab. 15: Differentiell exprimierte Gene in Xcv 85-10AroaX-roaY im Vergleich zu Xcv 85-10
Genbezeich | Funktion/ t-Wert | p-Wert | p-adjusted | M-wert | M-sd | A- n
nung puatitve Funktion Wert
empty -2,35 0,018 0,193 -0,32 4,69 7,62 1137
spotting -6,34 4,30E-10 1,15E-06 -0,00021 | 0,000 | 4,32 649
buffer 87
hochregulierte Expression
XCV3310 Putative siderophore | 3,78 0,0029 0,063 2,76 2,52 8,69 12
biosynthesis protein
rpsN; 30S ribosomal 5,77 0,000179 0,011 1,849 1,062 | 8,87 11
XCV1012 protein S14
XCV3572 TonB-dependent 9,20 1,68E-06 0,00052 1,798 0,676 | 10,11 12
outer membrane
receptor
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Genbezeich | Funktion/ t-Wert | p-Wert p-adjusted | M-wert | M-sd | A- n
nung puatitve Funktion Wert
kbl; 2-amino-3- 5,58 0,00016 0,010 1,75 1,089 | 9,40 12
XCV1046 ketobutyrate CoA
ligase
XCV0874 Conserved 5,45 0,00019 0,011 1,513 0,961 | 12,90 12
hypothetical protein
acnA, Aconitate hydratase 15,66 7,22E-09 1,21E-05 1,50 0,33 10,72 12
XCV1924
XCV0159 TonB-dependent 2,81 0,016 0,182 1,47 1,81 10,44 12
outer membrane
receptor
acnB, Aconitate hydratase 6,028 8,57E-05 0,0081 1,47 0,84 12,31 12
XCV1927
XCV3297 TonB-dependent 3,50 0,0049 0,091 1,426 1,41 8,68 12
outer membrane
receptor
sufC; ABC transporter 2,48 0,030 0,252 1,379 1,92 10,31 12
XCV3080 ATPase involved in
Fe-S cluster
assembly
SSPA; Stringent starvation 5,50 0,00018 0,011 1,30 0,82 9,59 12
XCV2631 protein A
XCV3977 D-alanyl-D-alanine 2,40 0,0349 0,27 1,28 1,844 | 9,42 12
dipeptidase
XCV3059 Putative secreted 7,71 9,20E-06 | 0,00171 1,122 0,504 | 8,98 12
protein
XCV1296 I1Sxac2 transposase 2,529 0,0279 0,241 1,109 1,518 9,12 12
groEs; 10kDa chaperonin 2,576 0,025 0,233 1,094 1,471 | 9,93 12
XCV0570
XCV2276 Hypothetical protein | 7,361 1,43E-05 0,0023 1,055 0,496 10,29 12
xol5; Conserved 4,46 0,00095 0,029 1,049 0,813 | 9,18 12
XCV0324 hypothetical protein
ccmF1; C-type cytochrome 4,65 0,00070 0,026 1,048 0,781 8,86 12
XCV1712 biogenesis
membrane protein
CcmF
XCV0788 Putative alcohol 5,62 0,000154 | 0,010 1,030 0,634 | 9,40 12
dehydrogenase class
1
X0pH; Xanthomonas outer 5,85 0,00010 0,0088 1,027 0,607 8,26 12
XCV0105; protein H
p183
XCV0093; Putative secreted 11,50 1,79E-07 | 0,00012 1,004 0,302 | 11,68 12
p183 protein
herabregulierte Expression
gumF; Xanthan biosynthesis | -2,834 0,016 0,180 -1,03 1,263 | 8,13 12
XCV2738 acetyltransferase
GumF
amiC; N-acetylmuramoyl- -3,105 0,010 0,136 -1,085 1,21 8,47 12
XCV2603 L-alanine amidase
XCV0116; Hypothetical protein | -4,20 0,0014 0,0389 -1,21 1,001 | 8,69 12
p183
rpsF; 30S ribosomal -4,15 0,0016 0,0411 -1,563 1,28 9,53 12
XCV1661 protein S6
XCV3774 Putative membrane -2,718 0,019 0,200 -1,80 2,298 | 8,14 12
protein
XCV2015 putative two- -3,39 0,0059 0,102 -1,91 1,953 | 8,12 12
component response
regulator

Werte gefiltert nach: M-Wert > 1 bzw. < -1; p-Wert < 0,05; A-Wert > 8; n >
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Tab. 16: Differentiell exprimierte Gene in Xcv 85-10AacnA2 im Vergleich zu Xcv 85-10

Genbe- Funktion/ t-Wert | p-Wert | p- M- M-sd A-wert | n

zeichnung putatitve adjusted | wert
Funktion

empty 2,945 0,0032 0,075 0,474 5,38 7,32 1119

spotting 1,408 0,159 0,468 0,013 0,228 4,33 600

buffer

hochregulierte Expression

XCV3297 TonB-dependent 7,95 6,88E-06 0,0011 4,299 1,87 9,61 12
outer membrane
receptor

XCV34449 cysH 3'- 7,59 1,07E-05 | 0,0014 3,59 1,63 8,23 12
phosphoadenosine
5'-phosphosulfate
reductase

XCV1157 putative citrate 1302 4,99E-08 | 4,52E-05 | 3,049 0,81 8,61 12
synthase

XCV4064 conserved 7,51 1,17E-05 | 0,0015 3,042 1,40 11,95 12
hypothetical protein

XCV1591 transcriptional 18,90 9,75E-10 | 4,91E-06 | 2,83 0,51 8,05 12
regulator, GntR
family

XCV1590 ABC transporter 7,31 1,51E-05 | 0,0018 2,66 1,26 8,03 12
ATP-binding protei

XCV3461 conserved 8,77 2,67E-06 | 0,00069 2,42 0,95 9,87 12
hypothetical protein

XCV3572 TonB-dependent 6,31 5,73E-05 | 0,0046 2,35 1,29 9,81 12
outer membrane
receptor

XCV1159 hypothetical protein | 16,31 4,70E-09 | 1,18E-05 | 1,97 0,41 8,20 12

XCV0633 conserved 8,35 4,31E-06 | 0,00083 1,93 0,80 8,76 12
hypothetical protein

XCV3889 conserved 8,75 2,75E-06 | 0,00069 1,869 0,73 8,23 12
hypothetical protein

XCV0665 conserved 7,51 1,18E-05 | 0,0015 1,82 0,84 9,05 12
hypothetical protein

glpD; Glycerol-3- 9,55 1,17E-06 | 0,00034 1,72 0,626 10,06 12

XCV0374 phosphate
dehydrogenase

XCVv0887 two-component 2,98 0,012 0,162 1,61 1,87 8,99 12
system regulatory
protein

cysD; ATP sulfurylase, 4,95 0,00043 0,019 1,60 1,12 8,28 12

XCV3446 small subunit

XCV2225 conserved 5,30 0,00025 0,013 1,54 1,00 10,66 12
hypothetical protein

ohrR; transcriptional 7,16 1,84E-05 0,0021 1,48 0,71 10,47 12

XCV0289 regulator, MarR
family

XCV3856 conserved 4,55 0,00082 0,029 1,42 1,08 8,15 12
hypothetical protein

moaC; molybdenum 5,67 0,00014 0,009 1,34 0,82 8,93 12

XCVv1107 cofactor biosynthesis
protein C

XCV2951 conserved 3,13 0,0094 0,13 1,28 1,41 8,90 12
hypothetical protein

acnA; aconitate hydratase 6,11 7,60E-05 0,0054 1,26 0,71 10,77 12

XCV1924

XCV2245 putative succinate 2,99 0,012 0,162 1,265 1,464 10,12 12
dehydrogenase iron-
sulfur protein
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Genbe- Funktion/ t-Wert | p-Wert | p- M- M-sd A-wert | n
zeichnung putatitve adjusted | wert
Funktion
XCV2250 putative secreted 7,954 6,89E-06 0,0011 1,261 0,549 9,38 12
protein
XCV3046 putative xanthine 2,691 0,0209 0,2201 1,237 1,592 8,39 12
dehydrogenase iron-
sulfur binding
subunit
rhlE; ATP-dependent RNA | 3,076 0,010 0,146 1,215 1,36 9,98 12
XCV3733 helicase
XCV3869 conserved 8,43 3,94E-06 | 0,00083 1,211 0,497 10,66 12
hypothetical protein
XCV1547 conserved 8,38 4,18E-06 | 0,00083 1,20 0,496 9,97 12
hypothetical protein
acnB; aconitate hydratase 11,57 1,68E-07 0,00010 1,156 0,346 11,81 12
XCv1927
suh; sucrose hydrolase 2,95 0,0131 0,168 1,155 1,35 11,08 12
XCV3618
XCV0299 putative membrane 4,311 0,00123 0,040 1,148 0,922 9,07 12
protein
XCV0588 putative secreted 4,674 0,00067 0,026 1,134 0,840 8,64 12
protein
ohr; organic 2,706 0,0204 0,217 1,092 1,397 8,30 12
XCV0290 hydroperoxide
resistance protein
roay; Conserved 4,786 0,00056 0,0243 1,086 0,786 10,48 12
XCV1926 hypothetical protein
wif2; Glucose-6-phosphate | 2,347 0,0386 0,305 1,066 1,57 9,37 12
XCV4168 1-dehydrogenase
XCV9303 Hypothetical protein | 7,97 6,69E-06 | 0,0011 1,065 0,462 11,01 12
XCV1639 Conserved 2,274 0,043 0,323 1,027 1,565 8,48 12
hypothetical protein
herabregulierte Expression
XCV0025; Hypothetical protein | -2,407 0,0347 0,288 -1,00 1,448 8,21 12
p38
XCV3078 Conserved -8,072 5,99E-06 | 0,0011 -1,03 0,442 10,96 12
hypothetical protein
XCV1371 Putative negative -3,40 0,0058 0,105 -1,040 1,058 10,87 12
regulator of sigma E
activity
fur; Ferric uptake -10,89 3,11E-07 | 0,000142 | -1,04 0,331 9,31 12
XCV1560 regulator
XCV3088 Putative membrane -2,41 0,0341 0,286 -1,05 1,51 9,68 12
protein
petA; Ubiquinol- -6,11 7,62E-05 | 0,00545 -1,081 0,613 9,08 12
XCV2634 cytochrome ¢
reductase, iron-
sulfur subunit
XCV2499 Putative membrane -6,319 5,68E-05 | 0,0046 -1,083 0,593 8,49 12
protein
putA,; Proline -3,98 0,0021 0,0574 -1,108 0,962 8,49 12
XCV4008 dehydrogenase
XCV3089 Putative secreted -3,30 0,0070 0,115 -1,129 1,184 12,18 12
protein
XCV1100 putative -4,771 0,00057 0,0243 -1,145 0,831 9,44 12
transcriptional
regulator, XRE
family
XCV0506 Putative threonine -6,861 2,72E-05 | 0,00274 -1,203 0,610 9,68 12
aldolase
flicC; Flagellin and related | -2,292 0,042 0,320 -1,229 1,858 10,17 12
XCV2022 hook-associated
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protein
Genbe- Funktion/ t-Wert | p-Wert p- M- M-sd A-wert | n
zeichnung putatitve adjusted | wert
Funktion
guaB; Inosine-5'- -6,913 2,54E-05 | 0,0026 -1,261 0,632 11,30 12
XCV2486 monophosphate
dehydrogenase
mreB; Rod shape- -4,78 0,00056 0,0243 -1,305 0,944 9,139 12
XCV0717 determining protein
flgE, Flagellar hook -6,47 4,61E-05 0,00402 -1,383 0,740 9,123 12
XCV2030 protein FIgE
XCV0019; Putative secreted -5,065 0,00036 0,0175 -1,388 0,949 10,19 12
p38 protein
XCV0564 Conserved -4,55 0,00082 0,029 -1,434 1,090 9,49 12
hypothetical protein
XCV1626 Peptidyl-prolyl cis- -2,50 0,029 0,258 -1,44 1,993 8,36 12
trans isomerase
fabH; 3-oxoacyl-[acyl- -3,352 0,0064 0,110 -1,511 1,561 8,37 12
XCV1143 carrier protein]
synthase 11
XCV3086 Conserved -7,86 7,65E-06 | 0,00124 -1,52 0,670 11,23 12
hypothetical protein
accC; Biotin carboxylase -3,45 0,00541 0,101 -1,568 1,573 8,988 12
XCV0563
XCV0102; Conserved -6,59 3,87E-05 | 0,00367 -1,623 0,852 8,192 12
p183 hypothetical protein
cydA; Cytochrome D -3,34 0,00651 0,111 -1,638 1,69 7,475 12
XCV2535 ubiquinol oxidase,
subunit I1
XCV0153; Hypothetical protein | -4,699 0,00065 0,0255 -1,79 1,324 8,34 12
p183
XCV2276 Hypothetical protein | -13,69 2,96E-08 | 4,52E-05 | -1,846 0,466 8,762 12
XCV1110 Site-specific DNA- -5,422 0,000209 | 0,01212 -1,857 1,186 8,335 12
methyltransferase
(cytosine-N(4)-
specific)
XCV0004; Hypothetical protein | -10,50 4,49E-07 | 0,000172 | -1,861 0,613 9,77 12
p19
XCV1141 Conserved -5,14 0,000321 | 0,0164 -1,975 1,33 9,568 12
hypothetical protein
XCV2484 Phage-related -6,46 4,64E-05 | 0,00402 -2,097 1,123 8,99 12
integrase
XCVv2277 Putative secreted -11,42 1,93E-07 | 0,00010 -2,10 0,637 10,90 12
protein
XCV3085 TonB-dependent -5,244 0,000274 | 0,0148 -2,178 1,438 12,01 12
outer membrane
receptor
XCV0002; DotA/TraY family -10,03 7,13E-07 | 0,00022 -2,234 0,771 10,675 12
p19 membrane protein
XCV0018; Putative secreted -6,509 4,37E-05 | 0,0039 -2,40 1,277 9,138 12
p38 protein
XCV0093; Putative secreted -12,93 5,38E-08 | 4,52E-05 | -2,53 0,679 9,96 12
p183 protein
XCV0874 Conserved -4,59 0,00076 0,0286 -2,88 2,172 10,99 12
hypothetical protein
XCV0526; bacterioferritin- -13,44 3,59E-08 | 4,52E-05 | -2,19 0,751 8,675 12
baf associated ferredoxin
XCV0117; Hypothetical protein | -4,593 0,00077 0,0286 -3,348 2,525 8,067 12
p183

Werte gefiltert nach: M-Wert > 1 bzw. < -1; p-Wert < 0,05; A-Wert > 8 (auBer im Fall von cydA); n > 7
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Nachweis des c-myc-getagten AcnA- und AcnA2-Proteins aus Xcv

Die Abb. 40 zeigt das Autoradiogramm nach elektrophoretischer Auftrennung der Rohextrakte der
E. coli - Stdmme Rosetta/pBRM-AcnA2y., und XL1/pBRM-AcnAy.,. Durch die Klonierung der Gene
in den pBRM Vektor zeichnet sich das synthetisierte Protein durch einen angefligten 3 x C-my-Tag
mit einer molekulare Masse von ca. 4 kDa aus, wodurch die Proteine durch die Auftrennung eine
grolRere molekulare Masse besitzen.

kDa

130 —

100 —

Abb. 40: Autoradiogramm zum Nachweis von C-myc-getagten AchA und AcnA2 aus Xcv mit den
Rohextrakten der E. coli-Stamme Rosetta+pBRM/AcnNA2y., undXL1+pBRM/AcnAxe,.

Autoradiogramm nach gelelektrophoeretischer Auftrennung der Rohextrakte von Rosetta+pBRM/AcnA2y., und
XL1+pBRM/ AcnAye, in einem 10 % SDS- Gel. Die Stdimme wurden in LB-Medium kultiviert und bei einer ODgyy von
ca. 0,8 geerntet und die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen. Der Nachweis erfolgte mit dem Konjugat Anti-C-myc-
Peroxidase (1:10000 in 1xPBS + 0,1 % Tween und 1,5 % BSA; Roche Diagnostics-Mannheim). Es wurden jeweils 40 ug
Protein eingesetzt. Als Marker diente der PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot

Das AcnA Protein besitzt hier eine molekulare Masse von ca. 120 kDa wéahrend AcnA2 eine
molekulare Masse von ca. 105 kDa aufweist.
Demnach misste AcnA2 durch Berticksichtigung des myc-Tags und der Massenverdnderung im Fall

des AcnA Proteins eine tatsachliche molekulare Masse von ca. 98 kDa besitzen.
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Eine acnA- sowie eine achA2 Mutante zeigt reduziertes Wachstum in vitro
bei einer O,-Limitierung im Vergleich zum Wildtyp

Die Auswirkung einer Deletion von acnA, sowie des Gens der dritten Aconitase, acnA2, sollten auf
das Wachstum in vitro in 1 x MA-Medium untersucht werden. Hierfir wurde die Deletionsmutante
Xcv 85-10AacnA2 konstruiert (2.10.13.2) und ihr Wachstum, zusammen mit der achA Mutante, mit
dem des WT und der acnB Mutante verglichen. In diesem Experiment wurden statt 4 ml, 6 ml MA-
Medium in den Hungateréhrchen verwendet, um einen mdglichen Effekt der Sauerstoff-Limitierung

auf das Wachstum von Xcv zu analysieren. Die Ergebnisse sind in Abb. 41 graphisch dargestellt.

W 85-10
v 85-10AacnB
@ 85-10AacnA
A 85-10AacnA2

0D600

0,1

0 10 20 30
Zeitin h

Abb. 41: Analyse des in vitro Wachstum in 1 x MA-Medium der Xcv-Stamme 85-10AacnA und

85-10AacnA2 im Vergleich zu 85-10 und 85-10AacnB.

Zur Analyse des Wachstums wurden Vorkulturen der Xcv-Stdmme 85-10, 85-10AacnB, 85-10AacnA und 85-10AacnA2 in
1 x MA-Medium verwendet um 6 ml 1 x MA-Medium in Hungaterthrchen auf eine ODgy = 0,1 einzustellen. Das Wachstum
erfolgte bei 30 °C und wurde fiir ca. 34 h dokumentiert. Aus den Werten von 4 Messungen wurde der Mittelwert gebildet und
die Standardabweichung berechnet.

Zur Kontrolle wurde die Xcv Deletionsmutante 85-10AacnB mitgefihrt, welche sich durch
unverdndertes Wachstum in vitro auszeichnet (3.7). Die in vitro Analyse des Wachstums in 1 x MA-
Medium ergab, dass eine Deletion von acnA2 zu reduziertem Wachstum von Xcv in 6 ml MA-Medium
in Hungateréhrchen im Vergleich zum Wildtyp 85-10 fiihrt. Eine Xcv acnA Deletionsmutante zeigte
ebenfalls ein reduziertes Wachstum. Dieses war vor allem in exponentieller Phase zu beobachten und
war noch reduzierter als im Fall der acnA2 Deletionsmutante. Jedoch erreichte die Xcv Mutante
85-10AacnA nach 34 Stunden die gleiche End-ODgqo Wie der Wildtypstamm 85-10.
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Im Gegensatz zu AcnB scheint AcnA2, sowie AcnA eine Rolle wahrend des in vitro Wachstums zu
spielen.

Wiéhrend AcnA2 Uber den gesamten Zeitraum des Wachstums von Bedeutung zu sein scheint, besitzt
AcnA hingegen hauptséchlich in der exponentiellerWachstumsphase eine Funktion. Dies konnte
bedeuten, dass AcnA2, sowie auch AcnA im Gegensatz zu AcnB eventuell an einer Sensierung von
sich andernden Bedingungen im Laufe des Wachstums beteiligt sein kdnnten. Hierbei konnte es sich
um O, handeln, da das gleiche Experiment mit nur 4 ml Medium in Hungateréhrchen keine
Wachstumsunterschiede der Xcv-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp 85-10 zeigte. Eventuell ist die
0O,-Versorgung in 6 ml Medium in Hungaterdhrchen nicht optimal gewéhrleistet. Somit scheint das
AcnA-Protein eine Rolle in Xcv zu spielen, wenn das Bakterium mit niedrigen O,-Konzentrationen
konfrontiert ist.

Die O,-Menge wahrend diesem Experimentes konnte in Zukunft durch den Einsatz von sogenannten

"sensor spots" Uberpruft werden, welche an den Innenseiten der KulturgefaBe befestigt werden und

den Sauerstoffgehalt messen kénnten.

AS-alignment der AcnB-Proteine aus Xcv und E. coli

Domaéne 5
AcnBEcoli MLEEYRKHVAERAAEGIAPKPLDANQMAALVELLKNPPAGEEEFLLDLLTNRVPPGVDEA 60
AcnBXcv MLEAYRHHVAERAALGIPPLPLTAQQTAEVIELLKAPPAGEEEFLVELLSQRVPAGVDDA 60
AcnBXoo MLEAYRHNVAERAALGIPPLPLTAQQTAEVIELLKAPPAGEEEFLVELLSQRVPAGVDDA 60
AcnBXcc MLEAYRHHVAERQALGIPPLPLTAQQTAEVIELLKNPPAGEEAFLVELLSQRVPAGVDDA 60
* % % **::**** * **_* * % *:* * ::**** * K Kk kK K **::**::***‘***:*
|
I
AcnBEcoli AYVKAGFLAAIAKGEAKSPLLTPEKAIELLGTMQGGYNIHPLIDALDDAKLAPIAAKALS 120
AcnBXcv AKVKASYLAAVAFGTETTALISPTRATELLGTMLGGYNIQPLIDLLDNAELGATAAEALK 120
AcnBXoo AKVKASYLAAVAFGTEKTALISPTRATELLGTMLGGYNIQPLIDLLDNAELGATAAEALK 120
AcnBXcc AKVKASYLAAVAFGTETSALISPTRATELLGTMLGGYNIHPLIELLDNTELGATAAEALK 120
***‘:***:* * _:_*::* :* * Kk Kk kK K *****:***: **:::*._ **:**.
Doméne 4
AcnBEcoli HTLLMFDNFYDVEEKAKAGNEYAKQVMQSWADAEWFLNRPALAEKLTVTVFKVTGETNTD 180
AcnBXcv HTLLVFDAFHDVQEKAQAGNAHAKAVLOSWADAEWFTSKPEVPQSLTVTVFKVPGETNTD 180
AcnBXoo HTLLVFDAFHDVQEKAEAGNAHATSVLQSWADAEWEFTSKPQVPQSLTVTVFKVPGETNTD 180
AcnBXcc HTLLVFDAFHDVQEKAEAGNAHAKAVLOSWADAEWFTSKPEVPQSMTITVFKVPGETNTD 180
****:** *:**:***:*** :*_ *:********* _:* :.:.:*:*****_******
AcnBEcoli DLSPAPDAWSRPDIPLHALAMLKNAREG--IEPDQPGVVGPIKQIEALQQKGFPLAYVGD 238
AcnBXcv DLSPAPDATTRPDIPLHALAMLKNKRDGAAFEPEEDGKRGPIQAIADLKAKGHLVAYVGD 240
AcnBXoo DLSPAPDATTRPDIPLHALAMLKNKRDGAAFEPEEDGKRGPIQAIADLKDKGHLVAYVGD 240
AcnBXcc DLSPAPDATTRPDIPLHALAMLKNAREGAAFVPEEDGKRGPIQAIADLKDKGHLVAYVGD 240

Kk ok ok ok ok k kK ckkkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkkkx koK . Koo oo * KKK . * * . * * ek kk kK
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AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBEcoli
AcnBXcv

AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc
AcnBEcoli

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

VVGTGSSRKSATNSVLWFMGDDIPHVPNKRGGGLCLGGKIAPIFFNTMEDAGALPIEVDV
VVGTGSSRKSATNSVLWWTGEDIPYIPNKRFGGVCLGSKIAPIFYNTMEDAGALPIELDV
VVGTGSSRKSATNSVLWWTGEDIPYIPNKREGGVCLGSKIAPIFYNTMEDAGALPIELDV
VVGTGSSRKSATNSVLWWTGEDIPYIPNKRFGGVCLGSKIAPIFYNTMEDAGALPIELDV

AKAhkkhkkhkhk kA khkk kA Ak kA khk o Kekkhkkhkeookhkkhhk K hkeoekhkhkhk K hkhkkhkhkkehkkhkhkhAkhkhkkhkhkhkkhk o k%

298
300
300
300

Domaéne 4

SNLNMGDVIDVYPYKGEVRNHETGELLATFELKTDVLIDEVRAGGRIPLIIGRGLTTKAR
SOMEHGDVVELRPYDGKALK--DGQVIAEFAMKSDVLFDEVRAGGRIPLIVGRGLTAKAR
SQMEHGDVVELRPYDGKALK--NGQVIAEFAMKSDVLFDEVRAGGRIPLIVGRGLTAKAR
SRMEHGDVVELRPYDGKALK--DGQVIAEFAMKSDVLFDEVRAGGRIPLIVGRGLTAKAR

* .. Kk hkk o o o * Kk k. . ke e ok Kk ek e khk ke hkkhkhkhkA kA Ak hhk o khAhkhk ok kK

|
LINKER [

EALGLPHSDVFRQAKDVAESDRGESLAQKMVGRACGVK---GIRPGAYCEPKMTSVGSQD
EFLGLPASDLFRLPMDPPDTGKGEFSLAQKMVGRACGLPEGQGMRPGTYCEPKMTSVGSQD
EFLGLPASDLFRLPMDPPDTGKGESLAQKMVGRACGLPEGQGMRPGTYCEPKMTSVGSQD
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Anhang

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

AcnBEcoli
AcnBXcv
AcnBXoo
AcnBXcc

QARVADGATVVSTS
QAQAREGATVFESTS
QAQAREGATVFESTS
QAQAREGATVFESTS

RNFPNRLGTGANVFLASAELAAVAALIGKLPTPEEYQTYVAQVDK
RNFPNRLGRNTNVYLGSAELAAICSRLGRIPTKDEYMADVGVIKT
RNFPNRLGRNTNVYLGSAELAAICSRLGRIPTKDEYMADVGVIKT
RNFPNRLGRNTNVYLGSAELAAICSRLGRIPTKDEYMADVGVIKT

* K . ekkkkhk kkkkkhkkkkkkkk ekk ek Kkhkhkhkkhkke o ekeokk kK o K

TAVDTYRYLNFNQLSQYTEKADGVIFQTAV 865

SGDQIYRYMNEDQIQEYQDVAETVAA---- 863
SGEQIYRYMNFDQIQEYQDVADTVAA--—- 863

SGEQIYRYMNEDQIQEYQDVADTVAA---- 863

Kk hkk o hkk o ko .

* . * . *

835
837
837
837

Abb. 42: Vergleich der vollsténdigen AS-Sequenz der AcnB Proteine aus Xcv, Xo0o, Xcc und E. coli.

Gezeigt ist der Vergleich der Aminosduresequenzen von AcnB aus X. campestris pv. vesicatoria (AcnBXcv), AcnB aus
X. oryzae pv. oryzae (AcnBXo0), X. campestris pv. campestris (AcnBXcc) und E. coli (AcnBEcoli). Die einzelnen Doménen
der AcnB-Proteine sind eingezeichnet. Die drei konservierten Cysteinreste sind rot markiert (A).Griine Kreuze zeigen die vier
Aminoséurereste des aktiven Zentrums. Konservierte Aminosduren sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet. Aminoséuren
mit &hnlichen Eigenschaften hinsichtlich Polaritdt, Ladung sowie saurer oder basischer Eigenschaften sind durch Punkte (.)
(:) und eingefiigte Luicken durch (-) gekennzeichnet.
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